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1 Einleitung und Zielstellung 
Einen wesentlichen Einfluss auf die menschliche Lebenserwartung hat die 
subjektive Zufriedenheit, welche zum großen Teil von Gesundheit und Mobilität 
beeinflusst wird, unabhängig von Genen und Umgebung [1]. Vor allem eine in 
den letzten Jahren gestiegene Anzahl an Erkrankungen des Skelettsystems des 
Menschen wirkt sich negativ auf die Gesundheit und oft damit verbunden auf die 
Mobilität aus. Heutzutage bestehen Möglichkeiten, diese Situation zu verbessern, 
beispielsweise mit Hilfe von Hüft- oder auch Zahnimplantaten. Allerdings stellt 
der demografische Wandel in den Industrienationen, einhergehend mit der immer 
höheren Lebenserwartung, die Medizin vor schwierige Herausforderungen [2]. Es 
gibt eine wachsende Gruppe an Patienten mit systemischen Erkrankungen, die 
einem größeren Risiko unterliegen, dass die Integration von Implantaten 
problematisch verläuft. Als Beispiel wäre hier die Osteoporose zu nennen, die 
Knochenaufbau und -dichte verändert, wodurch ein höheres Risiko für Probleme 
bei der Integration des Implantates in den Knochen entsteht [3]. Während zu 
Beginn der Forschung Materialien im Zentrum standen, die keine toxische 
Reaktion auslösen, zielt sie heute auf Implantate ab, welche je nach Anforderung 
eine Oberfläche besitzen, die individuell gestaltet werden kann [4]. 
Verbesserungen im Bereich der Integration des Implantates in den Körper sind 
hierbei das große Ziel [2]. In den letzten Jahren hat sich die Nanotechnologie als 
eine vielversprechende Methode zur Oberflächen-modifizierung herausgebildet 
[2], beispielsweise durch die Strukturierung von Biomaterialoberflächen im 
Nanometerbereich [5]. 
Weiterhin hat sich die Forschung auf Modifizierungen mit bioaktiven Molekülen 
spezialisiert. Dabei sollen Signale an das umgebende Gewebe gegeben werden, 
die eine bessere und schnellere Verankerung zwischen Implantat und Gewebe 
ermöglichen. Allerdings sind die Signalprozesse im Körper sehr komplex, so dass 
oft ein einzelner bioaktiver Molekültyp auf der Oberfläche nicht die erhofften 
positiven Erfolge zeigt. Des Weiteren ist die gesteuerte Freisetzung, wie sie im 
Körper stattfindet, kaum zu realisieren. [2] 
An der Technischen Universität Dresden wurde in einer Kooperation der 
Professur für Biomaterialien und der Professur für Allgemeine Biochemie ein 
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Immobilisierungssystem entwickelt, welches die Punkte (1) Modifizierung mit 
verschiedenen bioaktiven Molekülen und (2) gesteuerte Freisetzung realisiert. 
Dabei wird die Eigenschaft des Titans genutzt, Moleküle in die Oxidschicht 
einzubauen [6]. Dies wird gekoppelt mit Desoxyribonukleinsäuren (engl. 
deoxyribonucleic acid, DNA) als Ankermolekül, wodurch das System die 
gewünschte Modularität erhält [7]. Unter Nutzung der sequenzspezifischen 
Erkennung und Paarung von DNA-Molekülen können theoretisch verschiedene 
bioaktive Moleküle auf der Oberfläche befestigt werden [8] [9]. Dadurch wird ein 
Immobilisierungssystem geschaffen, welches verschiedene bioaktive Moleküle 
an die Oberfläche zu binden vermag und durch verschiedene Designs des 
Ankermoleküls DNA ein variables Freisetzungsverhalten ermöglicht. Dadurch 
können gezielt Signalmoleküle auf die Implantatoberfläche aufgebracht werden, 
die je nach Konzentration und Freisetzung ein bestimmtes Signal an das 
Umgebungsgewebe geben. 
Eine große Herausforderung bei der Modifizierung von Implantatoberflächen 
besteht in der Übertragung in die klinische Anwendung. Voraussetzungen dafür 
sind neben der Wirksamkeit der Modifizierung Faktoren wie Sterilisierbarkeit und 
Herstellungskosten [10]. Die Sterilisierung des vorgestellten Systems muss aus 
technologischen Gründen erfolgen, nachdem die Ankermoleküle in die 
Oberfläche eingebaut wurden sind. Die bioaktiven Moleküle werden erst 
unmittelbar vor der Applikation des Implantates auf der Oberfläche aufgebracht 
und entsprechend der Patientenanforderung ausgewählt [7] [8] [9], ein 
personalisiertes Implantat wird geschaffen. Dadurch soll ein besserer Knochen-
Implantat- bzw. Gewebe-Implantat-Kontakt entstehen, was eine schnellere 
Mobilisierung und bessere Langzeitprognose für die Patienten bedeutet [11]. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, das Immobilisierungsprinzip für eine Nutzung 
an bereits bestehende Implantatmaterialien anzupassen sowie eine Möglichkeit 
zur Sterilisierung des Immobilisierungssystems zu etablieren. Dazu wurden 
Studien zur Interaktion der Ankermoleküle mit der Titanoberfläche durchgeführt. 
In diesen Untersuchungen kamen Reintitan (commercial pure c.p. Titan) und die 
Legierung TiAl6V4 mit sandgestrahlten Oberflächen zum Einsatz. Die Proben 
wurden mit Oberflächen versehen, wie sie bei kommerziell eingesetzten 
Implantaten weitestgehend verwendet werden und wurden dankenswerterweise 
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3 
 
von den Firmen Peter Brehm und KLS Martin Group zur Verfügung gestellt. Um 
eine Optimierung der Belegungsdichte der Oberfläche mit Ankermolekülen zu 
erreichen, wurden verschiedene Basensequenzen untersucht. Für die 
Sterilisierungsuntersuchung wurden verschiedene Trocknungs- und 
Verpackungsstrategien sowie Zusätze hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zum Schutz 
der integrierten Ankermoleküle geprüft. 
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2 Grundlagen 
2.1 Titan und Titanlegierungen als Implantatwerkstoffe 
Titan und Titanlegierungen finden vermehrt Anwendung als medizinische 
Implantate im Kontakt mit dem Knochen und als Knochenersatz. Hierbei 
erweisen sich die physikalischen Materialeigenschaften von Titan und 
Titanlegierungen, welche für ein Metall dem Knochen am ähnlichsten sind, sowie 
die gute Biokompatibilität als entscheidend [11]. Die Materialien c.p. Titan, 
TiAl6V4 und TiAl6Nb7 zeigen sich besonders geeignet [12].  
2.1.1 Implantatintegration - Erfolgsaussichten und Probleme 
Für eine erfolgreiche Integration des Implantates in den Knochen sind zwei 
Prozesse entscheidend. Zum einen das Ineinandergreifen des Biomaterials mit 
dem Knochengewebe und zum anderen die chemische Interaktion mit den 
Knochenbestandteilen [13]. Knochen ist materialwissenschaftlich gesehen ein 
Verbundwerkstoff aus 30-35 % organischer Matrix, die durch 65-70 % 
matrixassoziierter Mineralien verstärkt wird [3]. Die organische Komponente 
besteht hauptsächlich aus Kollagen Typ I, zusammen mit Proteoglykanen und 
nichtkollagenen Proteinen und die anorganische Komponente aus Kalzium und 
Phosphat in der Form von Hydroxylapatit [14]. Die Kollagenfibrillen sorgen für 
eine hohe Bruchfestigkeit und die anorganische Mineralphase für eine hohe 
Druckfestigkeit [3]. Durch diese spezielle Komposition besitzt der Knochen eine 
einzigartige Widerstandsfähigkeit und Belastbarkeit bei einer gleichzeitig 
geringen Dichte [14].  
Es lassen sich zwei Parameter für eine erfolgreiche Osseointegration ableiten: 
zum einen die Morphologie und zum anderen die chemische Zusammensetzung 
der Oberfläche eines Implantates [15]. Trotz der guten Erfolgsaussichten einer 
Integration titanbasierter Implantate kann es zu Komplikationen kommen. 
Faktoren wie Krankheiten (z. B. Osteoporose), Alter und Lebenswandel (z. B. 
Rauchen) können die Integration negativ beeinflussen [13]. Die antiseptische 
Lockerung durch den Abrieb von Teilchen ist ein weiterer Einflussfaktor, welcher 
zu einer drastischen Verkürzung der Lebensdauer eines Implantates führen und 
schmerzhafte Revisionsoperationen nach sich ziehen kann [3]. 
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Aus den genannten Gründen findet weiterhin eine Forschung zur Optimierung 
der Oberfläche von Implantaten statt, um eine bessere Integration von 
Implantaten zu gewährleisten [15]. Dabei wird an den oben genannten Punkten 
Morphologie und chemische Komposition angesetzt. Im Kapitel 2.2 wird ein 
Überblick über mögliche Modifizierungen gegeben. 
2.1.2 Titan und TiAl6V4-Legierung  
Titan (c.p.) ist unlegiertes Titan (α-Titan mit hexagonal dichtest gepackter Kristall-
struktur) mit geringen Konzentrationen an Verunreinigungselementen wie 
Kohlenstoff, Eisen oder Sauerstoff. Es besitzt im Gegensatz zu Titanlegierungen 
eine geringe Festigkeit, dafür aber eine hohe Zähigkeit. Deshalb findet es 
hauptsächlich Anwendung in der Zahnmedizin oder bei Knochenschrauben. Die 
Legierung TiAl6V4 wird durch Zulegieren von Aluminium (Al) und Vanadium (V) 
mit einer nachträglichen Wärmebehandlung hergestellt. Im gegossenen Zustand 
zeigt das Gefüge nach der Abkühlung eine lamellare Duplexstruktur (α- und β-
Lamellen). Dieser Zustand wird anschließend einer Homogenisierung unterzogen 
(Diffusionsglühen). Im warmverformten Zustand besteht die TiAl6V4-Legierung 
aus feinen α-Körnern und sehr feinen Verteilungen von interkristallinen β-
Teilchen. So entsteht eine 2-Phasenlegierung mit gleichmäßiger Verteilung der 
Mischkristallphasen, mit einer erhöhten Festigkeit und verbesserten 
Ermüdungseigenschaften. Deshalb findet die TiAl6V4-Legierung hauptsächlich 
als lasttragende Implantate Anwendung, wie künstliche Hüftgelenke. [4] 
Titanbasierte Materialien bilden eine Oxidschicht aus, die für die gute biologische 
Verträglichkeit wesentlich verantwortlich ist [12]. Diese Titandioxidschicht bildet 
sich im Kontakt mit Luftsauerstoff und wird durch die sehr reaktiven 
Valenzelektronen in der 3d2 und 4s2 Schale verursacht [16] [17]. Bei 
Untersuchungen der Oxidschichtdicke mit Augerelektronenspektroskopie wurde 
bei c.p. Ti eine geringere Oxidschichtdicke (3,2 ± 0,8 nm) gegenüber der 
Legierung TiAl6V4 (8,3 ± 1,2 nm) festgestellt [12]. Allerdings variieren in der 
Literatur die Angaben für die Dicke der nativen Oxidschicht von TiAl6V4 von 2 
nm [18] bis 7 nm [19]. Die Oxidschicht der Legierung TiAl6V4 besteht aus TiO2-x 
und Al2O3, während Vanadium nicht detektiert werden konnte [20] [21] [18] [22] 
[12]. Die Luftpassivschichten haben einen amphoteren Charakter und Roessler et 
al. ermittelten für Luftpassivschichten von c.p. Ti (4,5 ± 0,1) und TiAl6V4 (4,3 ± 
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0,1) einen vergleichbaren isoelektrischen Punkt (IEP) mittels strömungs-
kinetischen Untersuchungen [23]. Damit ist die Oberfläche bei pH < IEP positiv 
und bei pH > IEP negativ geladen. 
Die Luftpassivschichten des Titans und seiner Legierungen haben eine amorphe 
Struktur [20] und einen photokatalytischen Effekt. Dies liegt an den 
Halbleitereigenschaften des Titandioxids [24]. Durch Bestrahlung mit Licht 
entstehen Elektronen-Loch-Paare, welche eine Oxidierung von Wasser oder 
Hydroxylionen, adsorbiert auf der Titandioxidoberfläche, hervorrufen, wodurch 
wiederum reaktive Sauerstoffspezies (z. B. Hyperoxid-Anionen (O2
-
)) entstehen, 
welche organische Moleküle, die an dem Titandioxid adsorbiert sind, angreifen 
und zerstören können [25] [26] [27] [24]. 
Titan-basierte Oberflächen können über kathodische oder anodische Polarisation 
modifiziert werden. Bei der kathodischen Polarisation kann der Anstieg des pH-
Wertes der Elektrolytlösung an der Oberfläche genutzt werden, um organische 
und anorganische Moleküle, die eine pH-abhängige Löslichkeit aufweisen, an der 
Oberfläche abzuscheiden [28] [29]. Mit der anodischen Polarisation wird die 
native Oxidschicht verdickt und es besteht die Möglichkeit Moleküle oder Ionen in 
diese einzubetten [30] [6]. Die anodische Oxidschicht bildet sich bei c.p. Ti und 
TiAl6V4-Legierungen in ähnlicher Weise [31] [32] [33] [20], allerdings muss 
beachtet werden, dass es bei diesem Prozess zu einem Abfall des pH-Wertes 
nahe der Oberfläche und zu einer Sauerstoffentwicklung kommt. Die 
Sauerstoffentwicklung hängt vom Transport von Elektronen durch die wachsende 
Oxidschicht ab und damit von der Defektdichte der Luftpassivschichten [34]. Die 
Defektdichte (1,5*1020 cm-3) ist unabhängig vom pH-Wert und unterscheidet sich 
bei c.p. Ti und TiAl6V4 nicht [34]. Bei steigenden Stromdichten nimmt die 
Faradayeffektivität der Oxidschichtbildung zu (weniger Radikalbildung), allerdings 
wird der Prozess technologisch schlecht beherrschbar und der pH-Wert sinkt 
stärker [35] [31] [32] [33] [20]. Die β-Phase der TiAl6V4 Oxidschicht weist eine 
höhere Leitfähigkeit auf [36]. Diese Eigenschaft könnte zu einer höheren 
Sauerstoffbildung bei der anodischen Oxidation führen. 
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2.2 Oberflächenmodifizierung von Titanimplantaten 
Neben den physikalisch-chemischen Eigenschaften des eingepflanzten 
Implantatkörpers bestimmt auch die Interaktion des Implantates mit dem Körper 
den Erfolg der beabsichtigten Applikation. Das Biomaterial sollte nicht toxisch 
wirken, keine Entzündung und keine allergische Reaktion hervorrufen [11]. Des 
Weiteren sollte eine hohe Korrosions- und Abriebresistenz bestehen, so dass 
keine nicht kompatiblen Metallionen in den Körper gelangen [11]. Titanimplantate 
stellen ein erfolgreiches Biomaterial dar, die jedoch keine Heilung induzieren. Die 
biologische Verträglichkeit ist lediglich bioinert (glatte Titanoberflächen) bis 
biokompatibel bzw. biotolerant (raue Titanoberflächen) [37]. Deshalb zielt die 
Forschung auf eine Modifizierung der Implantatoberfläche ab, die eine Integration 
des Implantates in den menschlichen Körper anregen und fördern soll [11].  
Bei der Oberflächenmodifizierung wird lediglich die Zusammensetzung, Struktur 
oder Morphologie der Materialoberfläche geändert und die 
Volumeneigenschaften des Implantates bleiben gleich. An ein Implantat werden 
abhängig von der Anwendung verschiedene Ansprüche gestellt, je nachdem 
welcher Gewebekontakt (Knochen, Haut, etc.) besteht und welche Funktion das 
Implantat erfüllt (Zahnimplantat, Hüftimplantat, Schraube etc.) [37]. Zusätzlich 
gibt es Implantate mit unterschiedlichem Gewebekontakt, wie das Zahnimplantat. 
Hier wäre die ideale Modifizierung, dass verschiedene Bereiche des Implantates 
unterschiedlich modifiziert werden könnten: je nachdem, welcher Gewebekontakt 
(Knochen, Haut etc.) vorliegt [38]. Einen weiteren Einflussfaktor stellen 
Infektionen im Knochen dar. In diesem Fall wäre ein Ansatzpunkt die Vermeidung 
von Infektionen z. B. durch antibakterielle Implantatoberflächen [38].  
Inzwischen existiert eine Vielzahl von Oberflächenmodifizierungen, wobei einige 
auf eine Verbesserung der biologischen Verträglichkeit abzielen, indem die 
Korrosions- und Abriebsresistenz verbessert wird, während andere direkt eine 
Biofunktionalität mit Hilfe der Immobilisierung von bioaktiven Molekülen 
induzieren sollen [11]. Allerdings werden bisher nur wenige 
Immobilisierungsverfahren vermarktet. Eine Grundvoraussetzung dafür ist, neben 
den verfahrenstechnisch zu bewältigenden Prozessen wie reproduzierbare 
Herstellung, die Sterilisierbarkeit und praktikable Qualitätssicherung der 
Modifizierung, die Zulassung für medizinisch technische Anwendungen [10]. Alle 
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genannten Punkte erschweren die Übertragung eines Immobilisierungssystems 
von der Forschung in die Anwendung. 
2.2.1 Methoden der Oberflächenmodifizierung von Implantaten 
Die Immobilisierung bioaktiver Moleküle kann über verschiedene Modifizierungen 
stattfinden. Dabei haben sich drei Immobilisierungsmethoden etabliert, die hier 
näher erläutert werden sollen: die Adsorption, die chemische Ankopplung und 
elektrochemische Methoden. 
Die einfachste Methode ist die Adsorption von Molekülen. Hierbei wird die 
Oberfläche in eine Lösung mit den zu immobilisierenden Molekülen gegeben und 
dann getrocknet [39] [40]. Nachteile dieser Methode sind, dass keine feste 
Bindung und kein gesteuertes Freisetzungsverhalten zu erreichen ist, sondern 
eine anfängliche Häufung („burst“) der adsorbierten Moleküle stattfindet [37]. 
Auch muss beachtet werden, dass bei komplexen Molekülen die Reaktivität 
durch die Adsorption verloren gehen kann (z. B. Konformationsänderung) [40].  
Eine komplexere Möglichkeit ist die chemische Fixierung der Moleküle. Hierbei 
kommt es zwar zu einer festen Anbindung, aber zu keiner Kontrolle des 
Freisetzungsverhaltens. Die Moleküle können über reaktive Gruppen an die 
Oberfläche gebunden werden. Beispiele sind hier die Immobilisierung über eine 
Silanisierungstechnik [41] oder das Anbinden über reaktive Amingruppen. Diese 
werden auf Titan durch Hochfrequenzglimmentladung aufgebracht und daran 
können wiederum über Glutaraldehyd organische Komponenten des Knochens 
immobilisiert werden [42]. Nachteile der chemischen Fixierung sind die 
chemischen Änderungen der bioaktiven Moleküle und der Oberfläche, womit oft 
eine Änderung des pharmakologischen und toxikologischen Verhaltens 
einhergeht [8]. Eine Oberfläche mit verschiedenen bioaktiven Molekülen ist nur 
schwierig zu realisieren. 
Weiterhin kann eine Immobilisierung über elektrochemische Prozesse stattfinden. 
Beispielsweise kann dies bei Titan über anodische oder kathodische Polarisation 
realisiert werden. Die anodische Oxidation von titanbasierten Implantaten sorgt 
für eine Verdickung der Oxidschicht, wobei chemische Elemente oder Moleküle, 
die im Elektrolyten enthalten sind, in die Oxidschicht eingebaut werden können 
[30] [6]. So wird vor allem die Biokompatibilität der Oberfläche verbessert. 
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Bei der kathodischen Polarisation können organische oder anorganische 
Moleküle, die eine pH-abhängige Löslichkeit aufweisen, an der Oberfläche 
abgeschieden werden, wie z. B. Calciumphosphat [28] [29]. Diese Methode kann 
auch genutzt werden, um reaktive Moleküle auf der Oberfläche zu immobilisieren 
und daran die gewünschten Moleküle chemisch anzubinden. Als Beispiel hierfür 
ist Polypyrrol zu nennen, welches eine Polymermatrix auf der Titanoberfläche 
bildet und reaktive Seitengruppen besitzt, an die organische oder anorganische 
Moleküle gekoppelt werden können [43]. 
Ein großer Vorteil dieser elektrochemischen Methoden ist die dauerhafte 
Fixierung von reaktiven Molekülen auf der Oberfläche ohne aufwendige 
chemische Modifizierungen. Nachteilig ist, dass das Freisetzungsverhalten nicht 
gesteuert werden kann. 
2.2.2 Moleküle zur Oberflächenmodifizierung 
Die Modifizierung von Oberflächen für Implantate im Knochenkontakt zielt in den 
meisten Fällen auf die Generierung von Implantatoberflächen mit 
knochenähnlichen Eigenschaften ab [3] [14]. Eine Möglichkeit, die Reaktion des 
Knochens auf Implantate zu beeinflussen, ist die Modifizierung mit Molekülen, die 
denen im natürlichen Knochen entsprechend ähnlich sind. Hier ist zum einen 
Kollagen Typ I zu nennen, welches allerdings ein sehr komplexes Molekül ist, so 
dass für eine Vereinfachung oft nur Teile davon genutzt werden. Ebenso wird das 
Kollagen Typ I in Kombination mit anderen Bestandteilen der extrazellulären 
Matrix (EZM) des Knochens aufgebracht. Es zeigte sich, dass auf der Oberfläche 
adsorbiertes Kollagen - kombiniert mit Chondroitinsulfat (dies ist ein Bestandteil 
der Proteoglycane der Knochen-EZM) - gute Ergebnisse in der frühen Phase der 
Knochenheilung aufweist. [39] Wie bereits erwähnt, werden häufig nur aktive 
Bereiche des Kollagens verwendet. Beispielsweise zeigte sich bei der Adsorption 
eines kollagennachahmenden Peptides auf Titanoberflächen eine signifikante 
Verbesserung der Osseointegration in vivo [40].  
Ein weiteres Beispiel für die Verwendung nur eines Bestandteils statt des 
komplexen Moleküls ist die Aminosäuresequenz RGD (R = Arginin, G = Glycin, D 
=  Asparaginsäure). Diese Sequenz ist in vielen Extrazellularmatrixproteinen zu 
finden und spielt eine wesentliche Rolle im Zellwachstum sowie bei der 
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Differenzierung (Spezialisierung der Zelle), der Proliferation (Neubildung von 
Zellen mittels Zellteilung) und der Regulation der Zellfunktion. Zellen, die im 
Knochen beeinflusst werden sollen, sind vor allem die Osteoblasten 
(knochenbildende Zellen) und die Osteoklasten (knochenabbauende Zellen). 
Eine weitere Möglichkeit für eine knochenähnliche Gestaltung der Implantat-
oberfläche ist die Verwendung von Hydroxylapatit. [42] [43] [40] [41] 
Ein anderer Ansatz zur Oberflächenmodifizierung ist die Verwendung von 
Signalmolekülen, wie z. B. Wachstumsfaktoren, um an die Zellen Signale zu 
senden. Diese Proteinhormone binden an Rezeptoren und stimulieren so die 
Proliferation und Differenzierung ihrer Zielzellen [44] [45]. 
Weiterhin gibt es Möglichkeiten, komplexe Signalmoleküle durch 
Nukleinsäurestrukturen zu ersetzen. Diese so genannten Aptamere sind 50-80 
Basen lange, einzelne Nukleinsäurestränge und können sich in eine 
dreidimensionale Struktur, basierend auf ihrer Nukleinsäuresequenz, falten und 
damit Signalmoleküle imitieren. Dadurch können Zielmoleküle mit hoher 
Spezifität gebunden und beispielsweise Zellfunktionen wie Adhärenz, 
Proliferation und Differenzierung beeinflusst werden. Vorteilhaft ist dabei, dass 
sie nicht immunogen und einfach herzustellen sind. In eine Oxidschicht partiell 
eingebaute Aptamere mit hoher Affinität zu Osteoblasten zeigten eine bessere 
Adhärenz von Osteoblasten im Zelltest. [46] [47] [48] 
Neben der Möglichkeit, die Oberfläche knochenähnlich zu gestalten, wird 
versucht, antiseptische bzw. antibakterielle Oberflächen zu realisieren. 
Infektionen können eine Abstoßung des Implantates zur Folge haben, wobei vor 
allem die Entstehung von Biofilmen eine sehr große Problematik darstellt [29]. 
Diese sind selbst bei der Anwendung von Antibiotika schwierig zu zerstören, da 
es bei der systemischen Gabe lokal zu einer zu niedrigen Wirkstoffkonzentration 
kommen kann [37]. Deshalb gibt es Ansätze, die Adhäsion von Bakterien zu 
verhindern, indem eine proteinresistente Oberfläche hergestellt wird, 
beispielsweise mit Polyethylenglycol, welche eine deutliche Verringerung von 
Bakterienadhäsion und damit Biofilmbildung zeigt [29]. Ein weiterer Aspekt ist 
eine zeitlich und räumlich besser definierte Wirkstoffapplikation durch das 
Einbringen von wirkstoffbeladenen Implantaten [37]. 
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2.3 Nukleinsäure-basiertes Immobilisierungssystem 
Die vorgestellten Immobilisierungssysteme weisen den Nachteil auf, dass eine 
Modifizierung der Oberfläche nur in sehr geringem Maße an die individuellen 
Bedürfnisse von Patienten einer bestimmten Risikogruppe angepasst werden 
kann, da die Beschichtung des Implantates zeitlich gesehen weit vor der 
Applikation stattfindet. Zudem wäre eine speziell angepasste Bereitstellung eines 
Implantates weitaus unrentabler und eine größere logistische Herausforderung. 
Mit der Verwendung eines sogenannten Ankermoleküls, das auf der Oberfläche 
fixiert wird, kann man die Möglichkeit eröffnen, die verschiedensten Moleküle - 
mit dem Gegenanker - zu einem späteren Zeitpunkt auf dem Implantat zu 
immobilisieren. 
Als Ankermolekül kann DNA mit einer definierten Sequenz und Länge verwendet 
werden: ein Einzelstrang des DNA-Ankermoleküles wird partiell in die 
Implantatoberfläche eingebaut und der andere komplementäre Strang wird an ein 
bioaktives Molekül konjugiert. So können selbst kurz vor der Applikation über ein 
einfaches Reißverschlussprinzip die benötigten bioaktiven Moleküle bzw. 
Molekülkombinationen auf die Oberfläche aufgebracht werden. Zusätzlich sollte 
mit diesem modularen System, über Eigenschaftsmerkmale der Ankermoleküle 
(Basenfehlpaarung, Stranglänge etc.), eine gesteuerte Freisetzung der bioaktiven 
Moleküle möglich sein. [7] [8] [9] 
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2.3.1 Grundlagen zur DNA  
Die Desoxyribonukleinsäure (engl. Deoxyribonucleic acid DNA), der Träger der 
Erbinformation, ist eines der am häufigsten untersuchten Biopolymere. Trotz 
ihres simplen Aufbaus, eine lange unverzweigte Kette aus Molekülen, den 
sogenannten Desoxyribonukleotiden, besitzt die DNA eine Reihe von 
Eigenschaften, die sich gut für den Einsatz in der Nanotechnologie eignen. Die 
Nukleotide bestehen aus jeweils drei Komponenten: Base, Desoxyribose und 
Phosphatrest. Eine Base und der Zucker Desoxyribose bilden das Nukleosid und 
in Verbindung mit der Phosphatgruppe entsteht daraus das Nukleotid wie in 
Abbildung 2.1 a gezeigt. [49] 
Die Basen sind über eine N-glykosidische Bindung an das C1‘-Atom einer 2‘-
Desoxyribose geknüpft. Die Zuckermoleküle sind über Phosphodiesterbindungen 
miteinander verbunden, wobei jeweils die Hydroxylgruppe am C3‘-Atom eines 
Nukleotides mit dem C5‘-Atom des folgenden Nucleotides verbunden ist 
(Abbildung 2.1 b). An dem entstandenen Einzelstrang existiert jeweils ein 3‘- und 
ein 5‘-Ende. Das 3‘-Ende enthält eine OH-Gruppe am C3‘-Molekül und das 
andere Ende wird als 5‘-Ende bezeichnet. Zwei Einzelstränge bilden einen 
 
Abbildung 2.1 a) Struktur der einzelsträngigen DNA, b) Verbindung zwischen den 
Nukleotiden durch eine Phosphodiesterbindung c) Helixstruktur (Zucker-Phosphat-
Rückgrat = Blau; komplementäre Basen = Hellrot, Dunkelrot) (nach [49]) 
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Doppelstrang, bei dem zwischen den Basen der Einzelstränge 
Wasserstoffbrücken ausgebildet werden. Es entsteht eine Helixstruktur wie in 
Abbildung 2.1 c zu sehen. Die Bindung der Basen aneinander wird als 
Hybridisierung bezeichnet. Zu berücksichtigen ist, dass es hier nur zu einer 
Anbindung zwischen komplementären Basen kommt. Es sind vier Basen, die 
zum Einsatz kommen. Die Purinbasen Adenin (A) und Guanin (G) und die 
Pyrimidinbasen Thymin (T) und Cytosin (C) (Abbildung 2.2). Zwei Basen sind 
zueinander komplementär: Cytosin zu Guanin und Thymin zu Adenin. Es bilden 
sich drei Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Cytosin und Guanin aus und 
zwei zwischen Thymin und Adenin. Durch die drei Wasserstoffbrückenbindungen 
zwischen Cytosin und Guanin wird eine stärkere Bindung gebildet. [49]  
Dadurch ergibt sich auch die größere thermische Stabilität von G-und C-haltiger 
DNA. Weiterhin neigen Basen zur Ausbildung von Basenstapeln. Ein 
Wasseratom wird abgespalten und der nicht-polare hydrophobe Effekt sowie die 
Vergrößerung der Van-der-Waals-Kräfte durch eine dichte Packung sorgen für 
die Stapelung. [44] Auch einzelsträngige Oligonukleotide wie poly(A) zeigen eine 
Stapelung [50]. Die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 
komplementären Basen und die Stapelwechselwirkung bilden die zwei 
Hauptfaktoren, die die Doppelhelix stabilisieren. Die Wasserstoffbrücken-
bindungen sind für die Basenpaarungen erforderlich und haben einen geringen 
Anteil an der Stabilität der Helixstruktur im Gegensatz zu den 
Stapelwechselwirkungen. [44] 
Abbildung 2.2 Komplementäre Basenpaarung im DNA-Doppelstrang. Wasserstoff-
brücken zwischen Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin (nach [49]) 
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2.3.2 Eigenschaften von DNA in der Nanotechnologie 
Die Fähigkeit der DNA, dass zwei komplementäre Einzelstränge hybridisieren 
können, macht Sie zu einem hoch spezifischen und selektiven 
Biopolymerkomplex [51] [52]. Diese Eigenschaft bildet die Grundlage der 
verschiedenen Anwendungen wie DNA-Chips oder DNA-Biosensoren. 
Für die oben genannten Nutzungen der DNA muss darauf geachtet werden, dass 
einzelsträngige DNA andere Eigenschaften hat als doppelsträngige. Außerdem 
verhält sich DNA an einer Oberfläche befestigt anders als frei in Lösung 
vorliegend. Diese Punkte sind wichtig für die vorliegende Arbeit, weshalb sich der 
Punkt 2.4.1.1 vorrangig mit einzelsträngiger DNA sowie der Veränderung des 
Hybridisierungsverhaltens, wenn einer der Stränge an eine Oberfläche gebunden 
ist, beschäftigt. 
2.3.2.1 Ausgewählte Eigenschaften von einzelsträngiger DNA 
Einzelsträngige DNA hat gegenüber doppelsträngiger DNA eine schlechtere 
elektrische Leitfähigkeit [53] [54], was sogar isolierend wirken kann, wenn der 
Einzelstrang als Biofilm adsorbiert auf einer Oberfläche verwendet wird [55]. Bei 
doppelsträngiger DNA wird die Leitfähigkeit ebenfalls verschlechtert, wenn die 
DNA vollständig an einer Oberfläche adsorbiert ist [56]. Einzelsträngige DNA ist 
strukturell viel unregelmäßiger, die Basen liegen viel weiter auseinander und sind 
nicht so stark gestapelt, was wiederum die Wahrscheinlichkeit, dass die π-
Elektronen der Basen überlappen, verringert und die Leitfähigkeit herabsetzt. 
Ferner ist die innere Hydrathülle, welche eine entscheidende Rolle bei der 
strukturellen Vollständigkeit des Doppelstranges spielt, mit hoher Wahrscheinlich-
keit viel weniger geordnet. [57] 
Eine weitere Eigenschaft, die sich bei einzelsträngiger DNA deutlich gegenüber 
doppelsträngiger DNA unterscheidet, ist die intrinsische Flexibilität. Diese ist bei 
einzelsträngiger DNA viel größer [58]. Einzelsträngige DNA kann doppelt so lang 
ausgezogen werden wie doppelsträngige DNA bei Kräften über 6 pN, und bei 
Kräften unter 6 pN ist einzelsträngige DNA viel kompakter und kürzer [59].  
Untersuchungen von an Oberflächen befestigter DNA mittels Rastertunnel-
mikroskop [60] [61] und Rasterkraftmikroskop [62] zeigten, dass einzelsträngige 
DNA eine globuläre Struktur einnimmt und wie ein „Tropfen“ dargestellt wird. 
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Demgegenüber ist durch die Helixstruktur des Doppelstranges eine Struktur 
sichtbar, die als „stäbchenförmig“ bezeichnet wird [61] [62]. Ferner wurde 
festgestellt, dass der Abstand der Basen nicht dem theoretisch berechneten 
entspricht. Er soll bei einzelsträngiger DNA theoretisch 0,64 nm betragen, im 
Gegensatz zu doppelsträngiger DNA mit 0,34 nm [49]. Die Messung ergab, dass 
der Abstand mit 0,22 ± 0,04 nm sogar geringer ist als bei doppelsträngiger DNA 
(0,34 ± 0,04 nm) [61]. Dies wird auf die Knäuelung des Einzelstranges zurück-
geführt, die er durch seine hohe Flexibilität einnimmt [61] [63]. Der Einzelstrang 
bekommt dadurch die festgestellte „Tropfen“ Form [61] [62]. 
Um ein besseres Verständnis für das Verhalten von DNA zu erhalten, gibt es 
verschiedene physikalische Beschreibungen. Für DNA wird oft das „Worm-like-
Chain“ Modell genutzt, um die mittlere Konformation zu beschreiben. Dieses 
Modell wird dazu verwendet, steife Polymere zu beschreiben. Das Polymer wird 
als eine relativ steife Kette, bestehend aus einem homogenen elastischen 
Material, behandelt. In diesem Modell ist die Persistenzlänge ein wichtiger 
Parameter, der die Steifheit von linearen Makromolekülen charakterisiert. [64] Die 
Persistenzlänge bei einzelsträngiger DNA ist viel kleiner und die Einzelstränge 
weisen im Gegensatz zu doppelsträngiger DNA eine viel geringere Steifheit 
beziehungsweise eine viel höhere Flexibilität auf [65]. Ein weiterer, aus dem 
„Worm-like-Chain“ Modell abgeleiteter Parameter, der zur Charakterisierung von 
DNA herangezogen werden kann, ist der End-zu-End-Abstand. Dieser 
bezeichnet bei der DNA die Distanz zwischen 3‘- und 5‘-Ende. Je flexibler ein 
Polymer, desto wahrscheinlicher ist eine Knäuelstruktur und damit eine geringere 
End-zu-End-Länge. [63] 
Allerdings fanden Goddard et al. heraus, dass kurze Einzelstrangbereiche (8-30 
Basen) eine sequenzabhängige konformationale Dynamik besitzen [66]. Dies ist 
inkonsistent [66] mit dem klassischen Modell einer Random-Coil-Struktur mit 
einer sequenzunabhängigen Persistenzlänge, wie sie beim „Worm-like-Chain“ 
Modell genutzt wird [64]. Es gibt demnach Unterschiede in der Flexibilität von 
Einzelsträngen abhängig von der Basenzusammensetzung [66] und Ionen-
konzentration in der umgebenden Lösung [67] [68] [69]. 
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2.3.2.2 Hybridisierungsverhalten von an Oberflächen gebundener DNA  
Wenn einer der Stränge mit einem Ende an einer Oberfläche gebunden ist, kann 
sich das Hybridisierungsverhalten verändern. Die sequenzspezifische Erkennung 
von DNA-Strängen bleibt zwar gleich, aber andere Parameter wie 
Hybridisierungskinetik, Zugänglichkeit und Hybridisierungseffizienz werden 
beeinflusst. Die Hybridisierungseffizienz ist die prozentuale Angabe der 
immobilisierten Stränge, die hybridisierungsfähig sind. Sie hängt von der 
Zugänglichkeit ab, welche wiederum von der Dichte und der Konformation der 
immobilisierten Stränge abhängt. [51] 
Eine zu hohe Belegungsdichte von immobilisierten Strängen kann sich negativ 
auf die Hybridisierungseffizienz auswirken [70]. Je länger die Stränge, desto 
größer sollte der Abstand zwischen den Strängen sein, um eine 100 %ige 
Hybridisierungseffizienz zu gewährleisten, da sich zu dicht stehende Stränge 
gegenseitig behindern [71]. Besitzen die Ankerstränge eine Länge von 25mer, 
werden 3,3 pmol/cm2 als niedrige und 8,3 pmol/cm2 als hohe Belegung 
klassifiziert [72]. Untersuchungen mit 48 Basen langen Strängen haben gezeigt, 
dass bereits Belegungsdichten höher als 3,3 pmol/cm2 nur eine 
Hybridisierungseffizienz von 20 % ermöglichten [73]. Durch Zwischenmoleküle 
konnte ein gezielter Abstand zwischen den Strängen erreicht und eine höhere 
Hybridisierungseffizienz erzielt werden [74] [71]. 
Ein weiterer Aspekt, der in diesem Zusammenhang beachtet werden muss, ist 
die Hybridisierung eines Gegenstranges an mehr als einem Ankerstrang. Bei 
hohen Ankerstrangbelegungsdichten steigt die Wahrscheinlichkeit, dass ein 
komplementärer Strang an mehr als einem Strang bindet [75]. Das verändert die 
Bindung und Stabilität der Doppelhelices [76]. Eine hohe Ankerstrangbelegungs-
dichte kann demnach zu einer geringeren Stabilität der Doppelhelixabschnitte 
führen.  
Weiterhin ist wichtig, dass der an der Oberfläche immobilisierte Strang nur an 
einem Ende an der Oberfläche befestigt ist. Weitere Interaktionen des befestigten 
Stranges mit der Oberfläche behindern die Anbindung des komplementären 
Stranges [77] [78] [79]. Es zeigte sich eine Steigerung der Hybridisierungs-
effizienz, wenn die Interaktion des befestigten Stranges mit der Oberfläche, 
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beispielsweise durch Beschichtung mit Hydroxylgruppen, welche keine 
Wechselwirkungen mit dem Phosphatrückgrat des immobilisierten Stranges 
ausbilden können, unterbunden wurde [78]. Elektrostatisch abweisende 
Oberflächen erwiesen sich hier ebenfalls als vorteilhaft. Der immobilisierte Strang 
spannt sich weiter auf und ist so besser für den komplementären Strang 
zugänglich [80].  
Sekundärstrukturen, die die Oligonukleotide aufweisen können, beeinflussen nur 
die Kinetik der Hybridisierung, nicht die Hybridisierungseffizienz [81]. 
2.3.3 Modulares Nukleinsäure-basiertes Immobilisierungssystem 
In dieser Arbeit wird ein Immobilisierungssystem näher untersucht, welches DNA 
(speziell Oligodesoxynukleotide mit einer definierten Sequenz und Länge) zur 
Anbindung von bioaktiven Molekülen an Oberflächen nutzt. Dieses variable 
Immobilisierungssystem verbindet die Selbsterkennung der DNA mit einer 
Verankerungsmöglichkeit in die Oxidschicht des Titans. Es gibt drei wichtige 
Schritte: die Adsorption der Nukleinsäureeinzelstränge, der Einbau dieser in die 
Oxidschicht und das Aufbringen bioaktiver Moleküle (Abbildung 2.3). Für den 
ersten Schritt: die Adsorption von Nukleinsäureeinzelsträngen (im Weiteren 
sollen diese als Ankerstränge bezeichnet werden) an die Titanoxidschicht [8] wird 
die Eigenschaft genutzt, dass Ionen und neutrale Dipole mit oder ohne Dipol-
Charakter an der Oberfläche adsorbieren [82]. Diese Bindung findet entweder 
durch Van-der-Waals- oder Coulomb-Kräfte mit der geladenen Metalloberfläche 
statt oder sogar über eine chemisorptive Bindung [82].  
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Die genutzten Nukleinsäureeinzelstränge sind phosphoryliert und dadurch bei 
diesem pH-Wert terminal negativ geladen. Das Zucker-Phosphat-Rückgrat liegt 
bei einem so niedrigen pH-Wert weitestgehend ohne negative Ladung vor [83]. 
Titandioxid hat eine geringe positive Ladung, bei einem pH-Wert von 4 (IEP = 
4,3; [23]). Die treibende Kraft bei der Adsorption ist aber nicht nur elektrostatisch. 
Von Adsorptionsversuchen mit Phosphatgruppen ist bekannt, dass die 
Adsorption über zwei Gruppen stattfindet [84] [85]. Es wird dahingehend von 
einer teilweise chemisorptiven und teilweise physisorptiven Adsorption 
ausgegangen [86]. 
Adsorptionsuntersuchungen bei Beutner zeigten eine Belegungsdichte von 
3 pmol/cm2 von Ankersträngen, die eine OH-Gruppe assoziiert hatten, anstatt der 
Phosphatmodifizierung am 5‘-Ende. Dies bedeutet, dass eine Wechselwirkung 
zwischen Oberfläche und Phosphat im Rückgrat des Ankerstrangs nicht 
ausgeschlossen werden kann. Die Adsorption von phosphorylierten 
Ankersträngen (12 pmol/cm2) ist deutlich besser, was auf die zusätzliche 
Phosphatgruppe am 5‘-Ende zurückzuführen ist. Als Ursache hierfür werden die 
zwei potenziellen Bindungsstellen an der terminalen Phosphatgruppe gesehen, 
wobei die Adsorption bevorzugt über eine zweizähnige Bindung ablaufen kann. 
Die Phosphatgruppen im Zucker-Phosphat-Rückgrat besitzen nur eine 
 
Abbildung 2.3 Immobilisierungssystem, erst Adsorption der Ankerstränge, danach der 
Einbau der Ankerstränge in die anodische Oxidschicht und zuletzt Hybridisierung der 
Gegenstränge mit den konjugierten bioaktiven Molekülen (hellblaue Kreise, 
dunkelblaues Viereck) (nach [8]) 
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Bindungsstelle, die bei diesem pH-Wert hauptsächlich protoniert vorliegen sollte. 
[35]  
Anschließend an die Adsorption erfolgt der Einbau der Einzelstränge durch 
elektrochemische Polarisation der Oberfläche [35]. Die Stränge werden am 5‘-
Ende eingebaut. Das Wachstum der Oxidschicht kommt durch die Migration von 
Ti4+-Ionen und O2--Ionen zustande. Die Ti4+-Ionen wandern zur Phasengrenze 
Oxid/Elektrolyt und bewirken ein Wachstum des Oxids. Die Reaktion ist in den 
folgenden Reaktionsgleichungen 2.1-2.3 beschrieben. Das Wachstum an dieser 
Phasengrenze sorgt für den Einbau der Ankerstränge. [31] [32]  
Ti4+ + 3 H2O   TiO2+ + 2H3O+  Reaktionsgleichung 2.1 
TiO2+ + 4 H2O  TiO(OH)2 + 2 H3O+  Reaktionsgleichung 2.2 
TiO(OH)2   TiO2-x(OH)2x+ (1-x) H2O Reaktionsgleichung 2.3 
Nebenreaktion: 
6 H2O    4 H3O+ + 4 e- + 2O     O2 Reaktionsgleichung 2.4 
Das Wachstum an der Metall/Oxid Phasengrenze durch die O2- Ionen, die zum 
Metall diffundieren, geschieht mit nahezu der gleichen Geschwindigkeit wie bei 
den Ti4+ Ionen [33] [20]. Für den Einbau der Ankerstränge wird mit einem 
Wachstum des Oxides von 1 nm/V an der Phasengrenze Oxid/Elektrolyt 
gerechnet [33] [35] [20].  
Ein Problem bei der Inkorporation des Ankerstranges ist die Bildung von Sauer-
stoffradikalen während der anodischen Polarisation, wie in Gleichung 2.4 
veranschaulicht [87]. Ursache hierfür ist die hohe Defektdichte der 
Luftpassivschicht, die zu Elektronentransferprozessen führt und damit zur 
Sauerstoffentwicklung, wobei als Zwischenprodukt Sauerstoffradikale entstehen. 
Die Sauerstoffradikale können zu einer unerwünschten Oxidation des Anker-
stranges führen. Um die Sauerstoffbildung beim Oxidschichtwachstum zu 
minimieren, wurde eine maximale Faradayeffizienz für die Oxidschichtbildung 
realisiert, indem eine galvanische Polarisation mit relativ hohen Stromdichten 
genutzt wurde. Des Weiteren wurde eine optimale Polarisationszeit von 2-3 
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Sekunden ermittelt. Darunter oder darüber war ein Abfall der Belegungsdichten 
mit Ankerstrang zu beobachten. Weiterhin konnte der Zusatz von Ethanol zum 
Elektrolyten einen Teil der Sauerstoffradikale eliminieren. [7] 
Zusätzlich zeigten Untersuchungen bei Michael, dass eingebaute Ankerstränge 
durch den photokatalytischen Effekt des Titanoxids geschädigt werden können. 
Überdies zeigten sich Schäden auch bei wesentlich langwelligerem Licht wie 
beispielsweise Gelblicht und nicht nur bei UV-Licht, wie zu erwarten gewesen 
wäre. Dies wird auf einen Dotierungseffekt durch die eingebauten Nukleotide 
zurückgeführt. Um die Fotolyse der Ankerstränge zu verhindern, sollten die 
Adsorption und Integration der Ankerstränge sowie die Lagerung weitestgehend 
unter Lichtausschluss durchgeführt werden. [88] 
Von dem eingebauten Ankerstrang ragt ein gewisser Teil aus der Oberfläche, an 
dem der komplementäre Strang (im Weiteren bezeichnet als Gegenstrang) 
hybridisiert. An dem Gegenstrang ist das bioaktive Molekül chemisch 
angekoppelt und wird durch die Hybridisierung mittelbar auf der Oberfläche 
befestigt. Das Immobilisierungssystem nutzt damit DNA als Ankermolekül und 
enthält damit eine große Modularität. [8] 
Über die komplementären Bereiche ist es theoretisch möglich, das 
Freisetzungsverhalten zu steuern. Durch die Länge des Stranges sowie mittels 
Basenfehlpaarungen wird die Stabilität der Hybridisierung der beiden Stränge 
gesteuert. Auch über die Sequenz kann Einfluss genommen werden, zum 
Beispiel bilden Guanin und Adenin eine stärkere Bindung aus [49]. Es kann durch 
gezielte Sequenzauswahl zu einer schnelleren oder verzögerten Freisetzung 
kommen. Dadurch kann ein bioaktives Molekül nach und nach abgegeben 
werden und so ein Gradient dieses Moleküls erzeugt werden. Dies ist vor allem in 
Bezug auf Wachstumsfaktoren ein interessanter Aspekt. Bei dem 
Wachstumsfaktor   (VEGF) wurde festgestellt, dass eine graduelle Abgabe eine 
verbesserte Knochenregeneration in vivo zeigte [89]. 
Ein weiterer Vorteil der DNA als Ankermolekül ist die theoretische Möglichkeit, 
verschiedene bioaktive Moleküle auf die Oberfläche zu bringen. Da bioaktive 
Moleküle am Gegenstrang konjugiert sind, können je nach gewolltem Verhältnis 
die verschiedenen Konjugate an das Implantat hybridisiert werden. Dadurch hat 
Grundlagen 
21 
 
es gegenüber den meisten Immobilisierungssystemen einen großen Vorteil. Des 
Weiteren soll versucht werden, nachdem die Ankerstränge in der Oberfläche 
verankert sind, das Implantat zu sterilisieren. Wenn dies möglich wäre, würden 
erst kurz vor dem Einbringen des Implantates in den Körper die Gegenstränge 
mit den bioaktiven Molekülen zugegeben werden. So könnte ein modulares, 
sterilisierbares Immobilisierungssystem realisiert werden. Die Art und das 
Verhältnis der bioaktiven Moleküle kann den Bedürfnissen des Patienten 
individuell angepasst werden. 
2.3.4 Funktionalisierung mit bioaktiven Molekülen 
Es gibt verschiedene bioaktive Moleküle, die zur Modifizierung von Implantaten 
herangezogen werden. In Abschnitt 2.2.2 sind diese ausführlich beschrieben. Die 
Funktionalität des Nukleinsäure-basierten Systems konnte bereits mit RGD-
Peptiden gezeigt werden. Diese wurden an die Gegenstränge konjugiert und 
zeigte danach noch eine Aktivität [8]. Diese RGD-Konjugate wurden auf der 
Oberfläche durch Hybridisierung an partiell integrierten Ankersträngen 
immobilisiert. In vitro zeigte sich damit eine signifikante Verbesserung von 
Osteoblastenadhäsion [9]. 
Um die biologische Aktivität des Immobilisierungssystems zu untersuchen, 
wurden bioaktive Moleküle mit dem Immobilisierungssystem an die Oberflächen 
gebunden. Der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und das 
knochenmorphogenetische Protein 2 (englisch bone morphogenetic protein 2, 
BMP-2) wurden hierbei verwendet. VEGF und BMP-2 sind Wachstumsfaktoren, 
die durch Bindung an Rezeptoren die Differenzierung und Proliferation von 
Zielzellen stimulieren können [44]. Der Wachstumsfaktor BMP-2 induziert die 
Formierung von Knochen und Knorpel und es konnte bereits die osteoinduktive 
Kapazität in vorklinischen und klinischen Studien gezeigt werden [90] [45]. Der 
Wachstumsfaktor VEGF fördert die Blutgefäßneubildung: Dies ist wichtig bei der 
Integration eines Implantates, um die Blutzufuhr für eine Gewebeneubildung zu 
gewährleisten sowie Knochenvorläuferzellen an die gewünschte Stelle zu 
transportieren [91]. Die Gefäßneubildungskapazität kann durch ein größeres 
Trauma, Bestrahlung oder systemische Erkrankungen herabgesetzt sein [91]. In 
einer in vivo Studie zeigte sich, dass eine langsame Freisetzung über einen 
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längeren Zeitraum besser als eine große Konzentration des VEGFs am Anfang 
ist [69] [89]. 
 
2.4 Einfluss von Gammastrahlung auf Oligodesoxyribonukleotide 
Die Sterilisierbarkeit stellt ein großes Problem für die meisten Immobilisierungs-
methoden dar. Viele bioaktive Moleküle, z. B. Wachstumsfaktoren, werden durch 
die Sterilisierung verändert, so dass eine Inaktivierung oder sogar Zerstörung 
stattfindet. [91] 
Deshalb soll für das Nukleinsäure-basierte Immobilisierungssystem die 
Möglichkeit geschaffen werden, dass nur das Implantat mitsamt dem 
Ankermolekül sterilisiert wird. Auf diese Weise muss keine Änderung im 
Sterilisierungsprozess eines kommerziell verwendeten Implantates vor-
genommen werden und die bioaktiven Moleküle können mit einem anderen 
Verfahren, welches die Aktivität gewährleistet, sterilisiert werden, z. B. Steril-
filtration. 
Die Sterilisierung von Implantaten wird vielfach wegen der guten 
Kontrollierbarkeit und Effektivität mit Gammastrahlen durchgeführt. Dabei wird 
hauptsächlich eine 60Co Strahlungsquelle genutzt und mit einer Dosis von 
25 kGray sterilisiert. Einen Vorteil bietet die hohe Eindringtiefe der 
Gammastrahlen in das zu sterilisierende Material. [4] 
2.4.1 Schädigungsmechanismus an den Oligodesoxyribonukleotiden  
Es gibt verschiedene Strahlungswirkungen, der die in die Oberfläche integrierten 
Ankerstränge durch eine Gammasterilisierung ausgesetzt sind. Allgemein ist von 
einer Abfolge der Strahlenwirkung wie folgt auszugehen: Als erstes kommt es 
zum Energieübertrag, der innerhalb sehr kurzer Zeit (10-16 Sekunden) zur 
direkten Ionisierung führt. Daraufhin laufen weitere physikochemische Prozesse 
ab, wie die Bildung von freien Radikalen (10-12 Sekunden). Diese freien Radikale 
führen zur chemischen Veränderung von anderen Molekülen, bevor sie inaktiviert 
werden (10-6 Sekunden). Diese molekularen Veränderungen manifestieren sich in 
Form von Brüchen chemischer Verbindungen der Moleküle. Der indirekte Effekt 
bedeutet eine Energieadsorption und Schadensmanifestation in unter-
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schiedlichen Molekülen. Für die DNA bedeutet dies eine Reihe von Schäden, die 
durch Strahlung entstehen. [92] 
Während der Ionisierung der DNA und der umgebenden Moleküle (Wasser, 
Sauerstoff) wird eine Kaskade von Sekundärelektronen erzeugt, welche haupt-
sächlich in die Klasse der Niedrigenergie-Elektronen (LEE, low energy electrons, 
< 15 eV) fallen [93]. Diese rufen durch dissoziative Elektronenanlagerung 
Doppel- und Einzelstrangbrüche hervor [93]. Diese Elektronenanlagerung 
geschieht an den Basen oder direkt am Rückgrat der DNA. Bei der Anlagerung 
an die Base kann es zum Transport zum Rückgrat kommen und somit ebenfalls 
zum Strangbruch. Eine weitere Möglichkeit für einen Strangbruch ist der 
elektroneninduzierte Protonentransfer innerhalb des Nukleotides. [94] [95] [96] 
Allerdings sorgt nur ein kleiner Teil der LEE direkt für DNA-Schäden. Die meisten 
Elektronen werden thermalisiert (Energieabgabe–Erwärmung) und entweder 
reagieren sie mit einer positiven Ladung („Loch“) oder werden von den Pyrimidin-
basen eingefangen, was in der Bildung eines radikalen Anions resultiert [93]. Die 
Basen bilden generell in der DNA die Stellen mit dem niedrigsten Ionisierungs-
potential [97]. Dieses hängt, abgesehen von der Base [98], von der 
Basenpaarung [93], Stapelwechselwirkung [93] und der Solvatisierung ab [97]. 
Die Solvatisierung verringert das Ionisierungspotential der Basen. Bei Adenin und 
Thymin zeigte sich mit dem Anstieg der Anzahl der angelagerten Wasser-
moleküle ein Absinken des Ionisierungspotentials [97]. 
Alle Basen werden zufällig ionisiert und „Löcher“ entstehen. Diese wandern durch 
die doppelsträngige DNA zu der Base mit dem niedrigsten Ionisierungspotential. 
Das niedrigste Ionisierungspotential besitzt Guanin, gefolgt von Adenin und das 
höchste der Basen besitzen Cytosin und Thymin. Dies bedeutet, dass die 
„Löcher“ zum Guanin wandern und dort das Guaninradikalkation formen. Diese 
„Löcher“ entstehen auch am Zucker-Phosphat-Rückgrat, was zur Formierung 
eines Zuckerradikales führt. Diese verursachen dann einen Strangbruch. [93] 
Theoretisch sollten LEE unter 7 eV keine Ionisierung von Wasser oder DNA 
hervorrufen, trotzdem gibt es in der Literatur Hinweise, dass auch diese LEE 
Schäden verursachen. Der Angriff erfolgt an einer Base und führt zur Schädigung 
des Phosphatrückgrates selbst bei Elektronen mit niedriger Energie (3 eV). Das 
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Elektron wird weitergeleitet und es kommt zum Bruch der Zucker-Phosphat-
Bindung, auch wenn diese weit vom Punkt des Angriffs entfernt liegt. Diese 
Bindung ist durch die hohe Elektronenaffinität des Phosphatradikals leichter zu 
brechen. [94] [95] [96] 
Allerdings treten die meisten Strangbrüche an der DNA durch die Ionisierung der 
Moleküle (Wasser, Sauerstoff) um die DNA auf. Dabei werden Elektronen, OH-
Radikale, Superoxidanionenradikale (O2·-) oder H-Radikale generiert und diese 
attackieren die DNA und brechen chemische Bindungen auf [94] [95] [96] [99]. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, der Schaden an der DNA wird durch 
den direkten Effekt, Ionisierung der DNA, und den indirekten Effekt, Reaktion von 
Radikalen mit der DNA, hervorgerufen. Die direkte Ionisierung betrifft bei der 
DNA hauptsächlich die Nukleobasen und die Zuckermoleküle, wobei der Strang-
bruch das gravierendste Endergebnis ist. Beim indirekten Effekt sind 
hauptsächlich OH-Radikale für den Schaden an der DNA verantwortlich. [100] 
[101] [102] [103] 
Da sich diese Arbeit mit der Sterilisierung von Einzelsträngen, eingebaut in die 
Oxidschicht, beschäftigt, sind im Folgenden die Schäden, die vorrangig im 
Einzelstrang entstehen, dargestellt. 
Bei einzelsträngiger DNA kann ein größerer Schaden durch den indirekten Effekt 
entstehen. Hierbei ist das Hydroxylradikal die größte Schadensquelle. Diese 
Radikale sind hochreaktiv aber sehr kurzlebig. Sie müssen also in der Nähe der 
DNA entstehen, um einen Schaden zu verursachen. Dies ist bei den Wasser-
molekülen der Hydrathülle gegeben. Im Einzelstrang weist das Guanin einen 
höheren Schaden im Vergleich zum Doppelstrang auf. Dies wird auf die 
geschützte Lage im Doppelstrang zurückgeführt. [104] 
Weitere Untersuchungen zeigen, dass doppelsträngige DNA mehr Schaden am 
Rückgrat aufweist und einzelsträngige DNA demgegenüber mehr Schaden an 
den Basen, dies kann an der leicht zugänglichen Lage der Basen im Einzelstrang 
liegen. Der Bruch bei den Einzelsträngen ist nicht nur eine kleine Lücke, sondern 
mangels der Stabilisierung durch den zweiten Strang erfolgt hier ein wirklicher 
Bruch in zwei Teile. Das erzielte Muster des Strangbruches ist vergleichbar mit 
Grundlagen 
25 
 
Schäden, die durch Reagenzien entstehen, die über freie Radikale die DNA 
brechen. Ferner ist zu sehen, dass die Menge der Strangbrüche mit einer 
höheren Dosis zunimmt. Es ist kein sequenzabhängiger Bruch sichtbar. Dies 
würde einen Angriff über das Rückgrat nahe legen, der hauptsächlich an der C-
O-Bindung und nicht an der P-O-Bindung des Zucker-Phosphat-Rückgrates 
auftritt. [105] [106] 
2.4.2 Schutzmaßnahmen vor Strahlungsschäden 
Wie die DNA vor Strahlenschäden geschützt werden kann, ist ein gut erforschtes 
Gebiet. Wie bereits beschrieben, gibt es zwei Effekte, die DNA zerstören können. 
Die direkte Ionisierung und die indirekte Schädigung durch Radikale, die sich aus 
den umgebenden Molekülen bilden. Einige der Schutzmaßnahmen sollen im 
Folgenden näher beschrieben werden: 
Eine erste Methode zielt auf die Verminderung des indirekten Effektes ab. Es gibt 
Proteine, die an die DNA binden und diese schützen, indem sensitive Stellen 
gegenüber Radikalen nicht mehr so angreifbar sind [107]. Diese Proteine 
besitzen einen großen Anteil an positiv geladenen Aminosäuren, binden dadurch 
über elektrostatische Wechselwirkung an die negativ geladenen 
Phosphatgruppen der DNA und fördern so eine dichtere DNA-Packung [44]. 
Diese Packung der DNA maskiert das Wasserstoffatom an fünfter Position in den 
Basen. Dieses ist sehr anfällig für OH-Radikalangriffe. Die Proteine werden nicht 
anstelle der DNA ionisiert, sie schützen lediglich sehr angreifbare Bereiche. Dies 
konnte theoretisch und praktisch gezeigt werden. DNA ohne diese Proteine wies 
einen höheren Anteil an Strangbrüchen auf. Ein Beispiel für eine solche Protein-
gruppe sind die Histone. Diese sorgen für eine dichte Packung der DNA in Zellen 
und erhöhen damit deren Strahlungsresistenz. [108] [109] 
Neben der Maskierung von sensitiven Stellen gibt es auch die Möglichkeit, dass 
Proteine anstelle der DNA ionisiert werden. Dies kann den indirekten und den 
direkten Zerstörungseffekt vermindern. Bereits 1983 konnte gezeigt werden, dass 
die Proteine des T4-Bakteriophagen von durch Strahlung erzeugten OH-
Radikalen bevorzugt angegriffen wurden. Untersuchungen legten nahe, dass die 
Proteine von allen reaktiven Sauerstoffspezies, die entstehen, bevorzugt 
angegriffen und in einem höheren Maße als die DNA zerstört werden. [110] Es 
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zeigte sich hierbei, dass hauptsächlich Proteine, die nicht an DNA binden, als 
Radikalfänger wirken [111] [108]. 
Um den Effekt der Sterilisierung auf die partiell integrierten Ankerstränge zu 
vermindern lassen sich folgende Maßnahmen ableiten. Eine dichte Packung 
[107] der Ankerstränge macht die DNA resistenter gegen Radikalangriffe. Der 
Einsatz von Opfermolekülen [111] [108], die anstelle der Ankerstränge ionisiert 
werden, bieten ebenso einen Schutz. Eine weitere Maßnahme ist die Reduktion 
des Wassers und Sauerstoffs um die Ankerstränge, z. B. durch Trocknung oder 
Schutzgas. Durch alle genannten Maßnahmen wird der indirekte Schädigungs-
effekt vermindert, der zu einem größten Teil die Schädigungen bei 
Einzelsträngen verursacht [104].  
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3 Material und Methoden 
In diesem Kapitel erfolgt die Darstellung der verwendeten Werkstoffe, Puffer, und 
Methoden. Eine Auflistung der Geräte und Chemikalien, inklusive der 
verwendeten Analysekits, ist im Anhang A zu finden. 
3.1 Werkstoffe und Lösungen 
3.1.1 Verwendete Titanwerkstoffe 
Verwendete Rundproben  
Die untersuchten Werkstoffe sind in Tabelle 3.1 aufgelistet. Die Oberflächen-
behandlung der Proben wurde, außer bei den Materialien von Goodfellow GmbH, 
Material Firma Bezeichnung Oberflächenbehandlung 
c.p. Ti Goodfellow GmbH 
c.p. Ti (l;g) 
 
geschliffen,  
geätzt (HF/HNO3) 
TiAl6V4  Peter Brehm GmbH 
TiAl6V4 (l;g) geschliffen,  geätzt (HF/HNO3) 
TiAl6V4 (s) 
sandgestrahlt mit F40 
Edelkorund,  
Rauheit: Rz = 40-60 µm 
TiAl6V4 (s;g) 
sandgestrahlt mit F40 
Edelkorund,  
Rauheit: Rz = 40-60 µm 
geätzt (HF/HNO3) 
c.p. Ti  
KLS Martin 
Group 
Karl Leibinger 
GmbH & Co. 
KG 
c.p. Ti (3,1s) 
sandgestrahlt VDI 30, 
Strahlgut nicht benannt 
Rauheit: Ra = 3,1 µm 
c.p. Ti (3,1s;g) 
sandgestrahlt VDI 30,  
Strahlgut nicht benannt 
Rauheit: Ra = 3,1 µm 
geätzt (HCl/H2SO4) 
c.p. Ti (0,4s) 
sandgestrahlt VDI 12  
Strahlgut nicht benannt 
Rauheit: Ra = 0,4 µm 
c.p. Ti (0,4s;g) 
sandgestrahlt VDI 12  
Strahlgut nicht benannt 
Rauheit: Ra = 0,4 µm 
geätzt (HCl/H2SO4) 
Tabelle 3.1 Verwendete Werkstoffe und deren Bezeichnung mit den dazugehörigen 
Oberflächenbehandlungen 
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von den Firmen selbst vorgenommen.  
Bei c.p. Titan der Firma Goodfellow GmbH erfolgte die Präparation am Institut für 
Werkstoffwissenschaft. Im Falle der Werkstoffe der Firma KLS Martin Group 
kamen Proben mit verschiedenen Oberflächenrauheiten zum Einsatz. Alle 
verwendeten Rundproben hatten einen Durchmesser von 15,8 mm und eine 
Höhe von 2 mm. 
Proben für Implantationszwecke bei Tierexperimenten  
Bei den Tierexperimenten wurden folgende Werkstoffe verwendet:  
 
3.1.2 Lösungen und Stromschlüssel 
2 M Natriumacetatpuffer 
- Essigsäure (100%) verdünnt mit entionisiertem Wasser auf eine 
Konzentration von 2 mol/l 
- pH-Wert-Einstellung auf 3,5 mit 2 M Natriumacetattrihydratlösung 
- Autoklavierung 
  
Material Oberflächenbe-handlung Geometrie Firma 
TiAl6V4 (s,g) 
Sandgestrahlt mit F40 
Edelkorund,  
Rauheit: Rz = 40-60 µm  
geätzt: (HF/HNO3) 
 
Peter 
Brehm  
c.p. Ti (3,1s,g) 
Sandgestrahlt Strahlgut 
nicht benannt 
Rauheit: Ra = 3,1 µm 
geätzt: (HCl/H2SO4) 
 KLS Martin 
Group 
 
Tabelle 3.2 Zusammenstellung Material, Geometrie, Oberflächenbehandlung der 
verwendeten Implantate 
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Elektrolytlösung 
(pH 4,0) 0,5 M Natriumacetatpuffer und 5 M Ethanol.  
Ionenstärke der Lösung: 63 mM. 
 Elektrolytlösung für einen Durchgang für 
 3 Proben Rundgeometrie 3 Implantate 
Wasser (sterilisiert, 
entionisiert) 8,8 ml 8,3 ml 
Ethanol (absolut) 5,3 ml 5 ml 
2 M Natriumacetatpuffer 4,5 ml 4,3 ml 
Tabelle 3.3 Zusammensetzung der Elektrolytlösung für einen Durchgang der 
elektrochemischen Immobilisierung 
 
10 x Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 
200 ml Lösung: 
- 18 g Natriumchlorid, 0,462 g Kaliumdihydrogenphosphat, 1,78 g 
Natriumhydrogenphosphatdihydrat in 180 ml entionisiertem Wasser 
lösen 
- pH-Wert auf 6,85 einstellen mit 2 M Natriumhydroxidlösung  
- mit entionisiertem Wasser auf 200 ml auffüllen 
- Autoklavierung  
Desorptionslösung (1 x PBS, pH 7,4) 
für eine Probe (15 ml) 
- 1,5 ml 10 x PBS 
- 13,5 ml sterilisiertes, entionisiertes Wasser 
Ionenstärke der Lösung: 171 mM 
4 µM Lösung Ankerstrang, Gegenstrang; Nonsense-Strang  
Synthese und Gefriertrocknung der Stränge von Thermo Fisher Scientific GmbH 
- Lösung der Stränge in sterilem, entionisiertem Wasser, 
Konzentrationen mindestens 10 µM  
- Lagerung bei -20 °C 
- Herstellung 4 µM Lösungen mit sterilisiertem, entionisierten Wasser 
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markierte Stranglösung  
Mischung aus radioaktiv markierter Stoffmenge und nicht markierter Stoffmenge 
- Verwendung radioaktiv markierte Stoffmenge von 0,05 – 0,2% 
- Markierung: P32  
- Verwendung für zwei Halbwertszeiten (vier Wochen) der Lösung mit 
den markierten Strängen möglich 
-  Ausgleich des Aktivitätsverlusts durch radioaktiven Zerfall durch 
allmähliche Erhöhung der radioaktiven Stoffmenge über die vier 
Wochen  
800 nM Lösung Ankerstrang  
pH-Wert: 4,0 (0,5 Natriumacetatpuffer, 5 M Ethanol) 
 
400 nM Lösung Gegenstrang und Nonsense-Strang zur Hybridisierung, 
pH-Wert: 7,4 
 
 Adsorptionslösung für 
 3 Proben Rundgeometrie 3 Implantate 
Wasser (sterilisiert, 
entionisiert) 281 µl 131 µl 
Ethanol (absolut) 283 µl 132 µl 
2 M 
Natriumacetatpuffer 243 µl 113 µl 
4 µM 
Ankerstranglösung 194 µl 90 µl 
Tabelle 3.4 Zusammensetzung Adsorptionslösung 
 Hybridisierungslösung für 1 Probe 
 Rundgeometrie Implantat 
4 µM GS- 
oder NS-
Lösung 
10 µl 7 µl 
10 x PBS 10 µl 7 µl 
Wasser 
(sterilisiert, 
entionisiert) 
80 µl 56 µl 
Tabelle 3.5 Zusammensetzung Hybridisierungslösung 
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Stromschlüsselherstellung 
Agarosegel für 6 Stromschlüssel 
0,5 g Agarose 
25 ml 2 M Natriumacetatpuffer 
- unter ständigem Rühren Auflösung der Agarose im Natriumacetatpuffer 
bei 200 °C  
- 8 cm Pumpschlauch auf die Spitze einer Spritze schieben und mit 
Agarosegel befüllen 
- Abkühlung des Schlauches, Agarosegel erstarrt  
- Aufbewahrung des Stromschlüssels in 2 M Natriumacetatpuffer  
3.2 Oligodesoxyribonukleotide für Experimente 
3.2.1 Design der Oligodesoxyribonukleotide 
Für alle neu gewählten Stränge wurden folgende Kriterien berücksichtigt: 
Ankerstrang: 
- muss mindestens einen Komplementärbereich zum Gegenstrang 
aufweisen  
- Phosphorylierung am 5’-Ende 
- nicht komplementär zum Nonsense-Strang 
- 60mer 
- keine Sekundärstrukturen die eine Hybridisierung zum Gegenstrang 
verhindern  
 
Komplementärer Strang: (Gegenstrang) 
- enthält keine Sekundärstrukturen, die die Hybridisierung zum 
komplementären Strang beeinflussen 
- komplementär zu mindestens einem Bereich des Ankerstranges 
- 25mer 
 
Nichtkomplementärer Strang: (Nonsense-Strang) 
- kein komplementärer Bereich zum Ankerstrang 
- 25mer 
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Die Stränge wurden mit der Software „mfold“, entwickelt von M. Zuker [112], auf 
die oben aufgelisteten Kriterien untersucht. Die Stränge wurden unter den 
Bedingungen 21 °C und für Wechselwirkung der Ankerstränge in 0,06 M 
Natriumionen (Elektrolytpuffer) und für die Wechselwirkung Nonsense-
Strang/Gegenstrang/Ankerstrang in 0,16 M Natriumionen (PBS-Puffer) auf dem 
mfold-Webserver (http://mfold.rna.albany. edu/?q=mfold/) unter der Rubrik DNA-
Folding analysiert. 
Ein bereits in den Arbeiten von Beutner und Michael untersuchter Ankerstrang 
enthielt zwei Hybridisierungsbereiche [35] [88]. Zusätzlich zu diesem wurden drei 
weitere Ankerstränge designt und untersucht. Der AS2_1H-Strang enthielt nur 
einen Hybridisierungsbereich am 3’-Ende. Der andere Hybridisierungsbereich in 
der Nähe des 5’-Ende wurde verändert, so dass er nicht komplementär zum 
Gegenstrang ist. Dazu wurden vor allem Cytosin- und Thyminbasen verwendet. 
Um eine Aussage hinsichtlich des höheren Schädigungspotentials der Sequenz 
AGGG zu erhalten, wurden Ankerstränge mit dieser Sequenz konzipiert. Es 
wurden davon ausgehend zwei Ankerstränge ausgewählt, zum einen AS3_2H_G 
mit zwei Hybridisierungsbereichen, zum anderen AS4_1H_G mit einem 
Hybridisierungsbereich. Bei beiden Strängen war der Hybridisierungsbereich 
identisch. Dazu wurde wieder ein Gegenstrang GS2_G und ein Nonsense-Strang 
NS2_G gewählt. 
Für die Sterilisierungsexperimente wurden drei unterschiedliche Stränge als 
Opfer-strang gewählt. OS1-Strang war der AS4_1H_G-Strang und OS2-Strang 
der NS1-Strang. Es wurde der AS4_1H_G ausgesucht, da er die Sequenz AGGG 
enthält. Dieser zeigte allerdings Wechselwirkungen mit dem Ankerstrang 
AS1_2H. Aus diesem Grund wurden zwei weitere „Opferstränge“ designt. Der 
OS2 (NS1) und der OS3 zeigten keine Wechselwirkung mit den AS1_2H-
Strängen, aber eine geringe Wechselwirkung mit den GS1-Strängen. Diese lag 
jedoch um das Zehnfache niedriger als die Wechselwirkung zwischen AS1_2H 
und GS1 und sollte damit keinen Einfluss haben. Die freie Enthalpie für die 
Wechselwirkung der Stränge untereinander, ermittelt mit der Software „mfold“, ist 
in Tabelle 3.6 dargestellt. 
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Die neu designten Stränge AS2_1H, AS3_2H_G, AS4_1H_G, GS2_G, NS2_G 
und OS3 sind in Tabelle 3.7 dargestellt. 
3.2.2 Verwendete Oligodesoxyribonukleotide 
Alle verwendeten Stränge (Tabelle 3.7) waren Einzelstränge und variierten in 
ihrer Länge von 25-60 Basen. Die Ankerstränge hatten zusätzlich am 5’-Ende 
eine Phosphorylgruppe. Zu den Ankersträngen wurden 3’-markierte und 5’-
markierte Analoga verwendet. Um eine Markierung am 3’-Ende zu erhalten, 
wurde ein Strang von Thermo Fisher Scientific GmbH synthetisiert, mit einem 
Nukleotid weniger am 3’-Ende. Auf die gleiche Weise wurde für alle Gegen- und 
Nonsense-Stränge verfahren. Bei diesen Strängen wurden von der Hartmann 
Analytic GmbH, Braunschweig, am 3’-Terminus ein radioaktives Nukleotid mittels 
terminaler Transferase unter Verwendung von [α-32P]-dNTP angeknüpft. Bei 
Hartmann Analytik wurde die radioaktive Markierung am 5’-Ende mittels der 
Phosphorylierung mit T4-Polynukleotid-Kinase und γ-32P-dATP angebracht. 
Wenn mit markiertem GS oder NS gearbeitet wurde, wird dies mit einem * 
bezeichnet, z. B. GS1*. 
Es wurde entweder mit markiertem Ankerstrang oder markiertem Gegenstrang/ 
Nonsense-Strang gearbeitet. Der Ankerstrang bestand aus 60 Basen mit zwei 25 
Basen langen Hybridisierungsbereichen (in Abbildung 3.1 rote Bereiche der 
Stränge). Für die Quantifizierung der Belegungsdichte der Ankerstränge wurden 
diese entweder am 5‘-Ende oder am 3‘-Ende mit P32 markiert, wie in Abbildung 
3.1 zu sehen ist, wobei der schwarze Punkt den Ort des P32 darstellt. 
 
 OS1 OS2 OS3 GS1 
AS1_2H -12,06 kcal/mol / / -33,9 kcal/mol 
GS1 -2,43 kcal/mol -1,95 kcal/mol -2,3 kcal/mol / 
Tabelle 3.6 Freie Enthalpie für die Wechselwirkung zwischen den Strängen für 21 °C 
und 0,16 M Natriumionenkonzentration ermittelt mit der Software „mfold“ 
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Da der Ankerstrang am 3’-Ende oder am 5’-Ende markiert wurde, sind in den 
Diagrammen im experimentellen Ergebnisteil je nach Markierung die 
Bezeichnungen 3’ bzw. 5’ zu finden. Zusätzlich zum Markierungsort wird der 
verwendete Ankerstrang angegeben.  
 
Abbildung 3.1 Darstellung der Markierungsvarianten für die Detektion der Ankerstrang-
belegungsdichte und dessen Hybridisierungsfähigkeit 
Material und Methoden 
35 
 
 
Bezeichnung Sequenz Länge 
in 
Basen
AS1_2H: (Ankerstrang) zwei 
Hybridisierungsbereiche 
5’ 2-PO4-CCA AAC CCG TCA ATC 
AAG TCT ACA CTG TTC CCA AAC 
CCG TCA ATC AAG TCT ACA CTG 
TTC 3’ 
60 
AS2_ 1H (Ankerstrang) ein 
Hybridisierungsbereich 
5’ 2-PO4-CCT CTT TCT CTT TCT 
CAT TTT CTT TCG TTC CCA AAC 
CCG TCA ATC AAG TCT ACA CTG 
TTC 3’ 
60 
GS1 (Gegenstrang, 
komplementär zu AS1_2H- 
und AS1_2H-Strängen)  
5’ CAG TGT AGA CTT GAT TGA 
CGG GTT T 3’ 25 
NS1 (OS2): (Nonsense –
Strang: nicht komplementär 
zum Ankerstrang) für 
AS1_2H- und AS2_1H-
Stränge 
5’ GCC ATA GTT TTT ATT AGG 
AGG TCG G 3’ 25 
AS3_2H_G (Ankerstrang, 
hoher G-Gehalt) zwei 
Hybridisierungsbereiche 
5’ 2-PO4-GGA AAG GGG TGA ATG 
AAG TGT AGA GTG TTG GGA AAG 
GGG TGA ATG AAG TGT AGA GTG 
TTG 3’ 
60 
AS4_1H_G: (OS1),Enthält 
Telomersequenz 
TTTAGGGTTT, ein 
Hybridisierungsbereich 
5’ 2-PO4-TTT TTT TTT TTT TTT TTT 
TTT TTT TAG GGT TTA AAG GGG 
TGA ATG AAG TGT AGA GTG TTG 
3’ 
60 
GS2_G (Gegenstrang 
komplementär zu AS3_2H_G 
und AS4_1H_G)  
5’ CAC TCT ACA CTT CAT TCA CCC 
CTT T 3’ 25 
NS2_G (Nonsense –Strang: 
nicht komplementär zum 
Ankerstrang) für AS3_2H_G 
und AS4_1H_G 
5’ TTA TCC TAT CGA ATG TCC ATC 
GTC C 3’ 25 
OS3 5’ CCT CTT TCT CTT TCT CAT TTT CTT TCG TT C CC 3’ 32 
Tabelle 3.7 Sequenz und Länge der verwendeten Oligodesoxyribonukleotide 
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3.3 Funktionalisierung der Titanoberfläche 
3.3.1 Ätzung und Reinigung 
Als erstes erfolgte eine Ätzung oder Reinigung der Proben von Brehm und KLS 
Martin vor der Modifizierung. Die Ätzlösung unterscheidet sich für die Proben von 
der Firma KLS Martin und der Firma Brehm. Nach der Ätzung oder Reinigung 
wurden die Proben bis zur Modifizierung in Wasser gelagert, um eine 
Kontamination zu vermeiden. 
HF/HNO3-Ätzung 
Die Proben der Firma Brehm wurden für zwei Minuten einer Ätzung mit 0,4 M 
Flusssäure und 1 M Salpetersäure unterzogen und folgend zweimal 15 Minuten 
in sterilisiertem, entionisierten Wasser im Ultraschallbad von den Säureresten 
und Strahlgut befreit. Für einige Untersuchungen wurden die TiAl6V4 (s,g) 
Proben ebenfalls mit der gleichen Ätzlösung wie c.p. Ti (s,g) Proben behandelt. 
HCl/H2SO4-Ätzung 
Die c.p. Ti (s,g) Proben wurden für fünf Minuten bei 108 °C (± 3 °C) in einer 
Ätzlösung bestehend aus 5,1 M Salzsäure und 4,6 M Schwefelsäure geätzt. Zur 
Entfernung der Säure und der Reste des Strahlgutes wurde eine zweimalige 
Reinigung der Proben für jeweils 15 Minuten im sterilen entionisierten Wasser im 
Ultraschallbad durchgeführt. 
Reinigung 
Nicht geätzte Proben wurden 15 Minuten in 1 % Triton X, zweimal 15 Minuten in 
Wasser (danach getrocknet), 15 Minuten in Aceton und 15 Minuten in Ethanol, 
alles jeweils im Ultraschallbad, gereinigt. 
3.3.2 Adsorption und elektrochemische Modifizierung 
Die elektrochemisch gestützte Immobilisierung der Rundproben wurde in einer 
Elektrochemiezelle (Abbildung 3.2) durchgeführt. Die Probenkammer aus 
Polyetherimid (PEI) mit Vertiefungen für die Dichtringe aus Ethylen-Propylen-
Dien-Kautschuk (EPDM) bildet einen nach unten dichten Zylinder und 
ermöglichte die Zugabe der Lösungen. Als Gegenelektrode wurde ein Golddraht 
verwendet. 
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Abbildung 3.2 Aufbau der Elektrochemischen Zelle für die Immobilisierung von Proben 
runder Geometrie; a) Einpassung der Proben b) Einbau der Proben und c) Einbau der 
Gegenelektrode (Golddraht) und dem Stromschlüssel und Kontaktierung der Elektroden 
 
Drei Proben wurden in die dafür vorgesehenen Vertiefungen auf dem Titanträger, 
der zur Kontaktierung dient, gelegt. Die drei Proben wurden mit der 
Probenkammer fixiert und auf jede der drei Proben wird 300 µl 
Ankerstranglösung (800 nM) aufgetropft. Die Ankerstranglösung wurde vor der 
Immobilisierung frisch hergestellt und, um mögliche Sekundärstrukturen der ODN 
zu vermeiden, für zwei Minuten bei 95 °C inkubiert und anschließend fünf 
Minuten auf Eis abgekühlt. Die Ankerstranglösung wurde für 15 Minuten auf den 
Proben unter Lichtausschluss inkubiert und danach wurden 6 ml Elektrolytlösung 
in die Probenkammer gegeben, sodass die Goldelektroden ebenfalls in die 
Elektrolytlösung eintauchen. Mit dem Stromschlüssel wurde die Verbindung zur 
Referenzelektrode hergestellt. Die anodische Polarisation erfolgte für 2-3 
Sekunden chronoamperometrisch. Die Stromdichte wurde dabei an die 
verschiedenen Oberflächen angepasst und variierte von 10-25 mA/cm2 und das 
Abschaltpotential von 8 VAg/AgCl -14,5 VAg/AgCl. Danach wurden die Proben in der 
elektrochemischen Zelle mit 9 ml Elektrolytpuffer gespült und aus der elektro-
chemischen Zelle geholt, bevor sie kurz in steriles, entionisiertes Wasser 
getaucht wurden. 
Die Immobilisierung der Proben für die Implantationszwecke erfolgte mit einer 
von der Firma KLS Martin hergestellten Apparatur (Abbildung 3.3). Die 
Implantate wurden auf die Aufhängung aufgesteckt bzw. aufgeschraubt und für 
die Adsorption in 0,5 ml Reaktionsgefäße mit der Adsorptionslösung getaucht. 
Inzwischen wurde in das Polytetrafluorethylen (PTFE)-Gefäß 17 ml 
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Elektrolytpuffer gegeben und die Goldelektrode und der Stromschlüssel 
angebracht. 
 
Abbildung 3.3 Aufbau der Apparatur für die Beschichtung der Implantate 
 
Nach 15 Minuten Adsorption wurden die Implantate mit der Aufhängung in den 
Elektrolytpuffer im PTFE-Gefäß getaucht und anodisch polarisiert. Je nach Ober-
fläche und Größe der Implantate variierte der Strom zwischen 11 mA und 30 mA 
und das Abschaltpotential zwischen 7,5 VAg/AgCl und 14,5 VAg/AgCl. Um eine 
vollständige Immobilisierung der Implantate zu gewährleisten, wurde die 
Aufhängung ebenfalls in die Lösung getaucht und mit immobilisiert. Die 
Implantate wurden nach dem Ende der Polarisation kurz in frische 
Elektrolytlösung und zum Schluss in Wasser getaucht. 
Desorption 
Die nicht eingebauten Ankerstränge wurden nach der Immobilisierung entfernt, 
indem die Proben für 23 Stunden in NalgeneTM-Dosen mit 15 ml (je Probe) 
phosphatgepufferter Salzlösung (1x PBS; pH 7,4) gelagert wurden. 
Adsorptionsuntersuchungen 
Wenn nur die Adsorption der Ankerstränge untersucht wurde, erfolgte eine 
Inkubation der Proben mit 100 µl 800 nM Ankerstranglösung in Nunc-Schalen. 
Nach 15 Minuten wurden die Proben mit 12 ml Elektrolytpuffer (dreimal 3 ml auf 
der Vorderseite, einmal 3 ml auf der Rückseite) gespült, kurz in steriles, 
entionisiertes Wasser getaucht und getrocknet. 
3.3.3 Hybridisierung 
Die Hybridisierung der Rundproben fand in 12-well-Zellkulturplatten mit 100 µl 
Hybridisierungslösung pro Probe statt und erfolgte über eine Stunde. Danach 
wurden die Proben mit 3 ml 1x PBS dreimal gespült und in steriles, entionisiertes 
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Wasser getaucht. Für die Hybridisierung der Implantatproben wurden 70 µl der 
Hybridisierungslösung in ein 0,5 ml Reaktionsgefäß zu den Implantatproben 
gegeben. Nach einer Stunde wurden die Implantate dreimal in 3 ml 1x PBS und 
einmal in steriles, entionisiertes Wasser getaucht.  
3.4 Charakterisierung der Hybridisierungseffizienz nach der 
Sterilisierung von oberflächenmodifizierten Proben 
Die Sterilisierung der Proben erfolgte unter produktionstechnischen Bedingungen 
mit mindestens 25 kGray durch Gamma-Service Produktbestrahlung GmbH (ein 
Unternehmen der Synergy-Health-Gruppe). 
Übersicht der Probenpräparation: 
Immobilisierung der Ankerstränge AS1_2H 
Entfernung der nicht eingebauten Ankerstränge AS1_2H (mit Desorption) 
Mögliche Zugabe von zusätzlichen „Opfersträngen“ (AS1_2H, OS1, OS2, 
OS3) 
Trocknung der Proben 
Entweder verpackt in Glovebox, Glovebag oder ohne Schutzatmosphäre; 
dabei mögliche Zugabe von Radikalfängern 
Sterilisierung der Proben, Referenzproben wurden ohne Sterilisation gelagert 
Mögliche Desorption wenn erforderlich 
Hybridisierung der Proben mit GS1* und NS1* 
Tabelle 3.8 Schema der allgemeinen Probenpräparation vor und nach der Sterilisierung 
 
Trocknung 
Es wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Trocknungsmethoden angewendet, 
entweder vier Stunden an Luft oder 48 Stunden im Exsikkator über 
Phosphorpentoxid (PPO). 
Verpackungsstrategien und Zugabe von Ethanol als Radikalfänger  
Nach der Trocknung musste ein Transfer der Proben in eine geeignete 
Verpackung erfolgen. In Zusammenarbeit mit Matthias Müller im Rahmen seiner 
Diplomarbeit wurden verschiedene Verpackungsstrategien verfolgt. In Tabelle 3.9 
ist eine Auswahl der für diese Arbeit relevanten Strategien zu sehen. Weiterhin 
wurde untersucht, ob Ethanol oder eine Ethanolatmosphäre einen zusätzlichen 
positiven Effekt bringen. [113] 
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Die Einbringung des Ethanols und der Ethanolatmosphäre erfolgte in der 
Glovebox. Für Ethanol wurden die Proben in ein Schnappdeckelglas mit 2 ml 
Ethanol gelegt und dann erst in Duranflaschen verpackt. Für die 
Ethanolatmosphäre wurden die Proben in die Schnappdeckelgläser gelegt und in 
Duranflasche mit 1 ml Ethanol gegeben, so dass kein direkter Kontakt zum 
Ethanol bestand. So wurde eine Ethanol-Argon-Atmosphäre realisiert. Alle 
Untersuchungen zur Trocknung und zum Schutzgas sowie die Dosisreihe 
entstanden in Kooperation mit Matthias Müller im Rahmen seiner Diplomarbeit. 
Ankerstränge als Opferstrang  
Als weitere Möglichkeit wurde der Einsatz von Opfersträngen als Schutz für die 
integrierten Ankerstränge untersucht, wobei verschiedene Vorgehensweisen zum 
Einsatz kamen: (a) die Nutzung von nicht eingebauten Ankersträngen als 
Opferstränge und (b) die Zugabe von Opfersträngen.  
 
a) Nutzung von nicht eingebauten Ankersträngen als Opferstränge  
Durch Auslassen des Desorptionsschrittes, der nach der Immobilisierung von 
AS1_2H-Strang erfolgt, verbleiben nicht eingebaute Ankerstränge auf der 
Probenoberfläche. Die Proben wurden nach der Adsorption und elektro-
chemischer Modifizierung lediglich in steriles, entionisiertes Wasser getaucht und 
für vier Stunden an Luft unter Lichtausschluss getrocknet. Danach erfolgte je 
nach Experiment die weitere Behandlung. 
 
 Verpackt unter 
 
Schutzgasatmosphäre Ohne 
Schutzgasatmos
phäre Glovebag Glovebox 
Vorher Trocknung ja ja nein 
Verpackt in 
PP-Beutel Duranflaschen PP-Beutel 
Alu Peel Beutel  Alu Peel Beutel 
  Duranflaschen 
Test Ethanol nein ja ja 
Test 
Ethanolatmosphäre ja ja nein 
Tabelle 3.9 Verpackungsstrategien mit oder ohne Trocknung 
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b) Zugabe von Opfersträngen  
Es wurden AS1_2H-Stränge, OS1-Stränge, OS2-Stränge und OS3-Stränge als 
Opferstränge untersucht. Die Sequenz der Opferstränge OS1, OS2, und OS3 
sind in Tabelle 3.7 dargestellt. Als erstes wurde die Kombination von nicht 
eingebauten Ankersträngen und zugegebenen Opfersträngen untersucht. Hierbei 
sollte eine Schutzwirkung von nicht entfernten AS1_2H-Strängen und zusätzlich 
von dem jeweils zugegebenen Opferstrang ausgehen. Die immobilisierten 
Proben wurden dazu nicht desorbiert und mit 50 µl einer 800 nM 
Opferstranglösung (entweder AS1_2H, OS1, OS2 oder OS3 nur in Wasser 
gelöst) betropft. Die Proben wurden folgend 12 Stunden an Luft unter 
Lichtausschluss getrocknet. Die zweite Vorgehensweise beinhaltet eine 
Entfernung der nicht integrierten Ankerstränge und dann die Zugabe von OS3-
Strängen. Dadurch kann davon ausgegangen werden, dass eine Schutzwirkung 
nur von OS3 ausgeht. Hier wurden nach der Desorption in PBS die Proben in 
Wasser getaucht und dann 50 µl einer 1,6 µM Lösung von OS3-Strängen 
aufgetropft und 12 Stunden unter Lichtausschluss getrocknet. Um einen 
akkuraten Referenzwert zu erzielen, wurden bei den Referenzproben die OS3-
Stränge vor der Hybridisierung entfernt. 
Je nachdem, mit welcher Trocknung oder Verpackung dieser Zustand kombiniert 
wurde, erfolgte eine Weiterverarbeitung. Um den Einfluss der zusätzlichen 
Stränge auf die Hybridisierung zu untersuchen, wurde die Desorption bei einigen 
Versuchen nach der Sterilisierung durchgeführt. 
3.5 Analysemethoden 
3.5.1 Oberflächenanalyse der Materialien 
Rasterelektronenmikroskopie (REM)  
Die Oberflächenstrukturen der Proben im Mikro- und Submikrometerbereich 
wurden mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM) sichtbar gemacht. Zur 
Herstellung von REM-Proben wurden die Rund-, sowie Implantatproben auf 
leitfähigem Kohleband (Fa. Plano GmbH) fixiert und mit einer dünnen 
Kohlenstoffschicht bedampft (Gerät: MED 010, Bulzers, Union). Die Proben 
wurden mit einem DSM 982 Gemini (Carl Zeiss) mit einem Arbeitsabstand von 5 
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mm und einer Beschleunigungsspannung von 1 kV, mit dem inlens Sekundär-
elektronendetektor untersucht. 
Energiedispersive Röntgenspektrometrie (EDX)  
Zusätzlich ist das REM mit einem energiedispersiven Röntgenspektrometer 
ausgerüstet. Diese Methode wird zur Elementaranalyse der durch die Ätzung 
ausgelösten Partikel genutzt. Es wurde bei einer Beschleunigungsspannung von 
15 kV und einem Arbeitsabstand von 13 mm und einer 200fachen Vergrößerung 
für TiAl6V4 (s)-Oberflächen und 500fachen Vergrößerung für c.p. Ti (3,1s) und 
(0,4s) gemessen. 
Konfokalmikroskopie 
Die Rauheit der Proben TiAl6V4 (s), c.p. Ti (3,1s) und c.p. Ti (0,4s) wurde mit 
einem 3D-Konfokalmikroskop von Nanofocus des Typs µSurf basic bestimmt. Es 
wurde der Ra-Wert mit einem cut off von 0,8 mm ermittelt. 
3.5.2 Radioanalytische Bestimmung der Belegungsdichte 
Die quantitative Bestimmung von radioaktiv markierten Gegensträngen, 
Ankersträngen oder Nonsense-Strängen erfolgte auf getrockneten Proben mittels 
eines Passivated Implanted Planar Silicon Detektors (PIPS). Die Proben wurden 
mittig mit Hilfe eines Messingrings unter dem Detektor platziert. Beta-Strahler wie 
das in dieser Arbeit genutzte P32, emittieren ein kontinuierliches Spektrum über 
einen weiten Energiebereich. Mit dem Alphadetektor konnte ohne Rücksicht auf 
die Form der Spektren gemessen werden. Es wurde eine unmarkierte Probe zur 
Bestimmung des Hintergrundes genutzt. Zur Quantifizierung der radioaktiv 
markierten Stränge auf der Oberfläche wurden die Impulse gemessen, wobei die 
Messung nach dem Erreichen von 10000 Impulsen oder einer Messzeit von 200 
Sekunden beendet wurde. 	
Die Zählrate der Probe wurde um die Messeffizienz korrigiert. Anhand dieser 
konnte mit der folgenden Gleichung die radioaktive Stoffmenge, die sich nach der 
Modifizierung auf der Probe befand, berechnet werden: 
nM2
*  = 
ቂሾZM-ZHሿ
ME
ቃ
Aspez.
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nM2
*  = radioaktiv markierte Stoffmenge nach der Immobilisierung zum Messzeitpunkt tM2 
ME	=	Messeffizienz 
ZM = Zählrate der Probe 
ZH		= Zählrate Hintergrund	
Aspez. = spezifische Aktivität, Aktivität pro Stoffmenge zum Referenzzeitpunkt tR 
Die Herleitung für die Berechnungen der radioaktiven Stoffmenge nach der 
Modifizierung ist in Anhang B dargestellt. Da der Anteil der radioaktiven 
Stoffmenge bekannt ist, kann die gesamte Stoffmenge ngM2, die nach der 
Modifizierung noch auf der Oberfläche vorhanden ist, berechnet werden (Anhang 
B).	
Berechnung der Belegungsdichte   
Mit der gesamten Stoffmenge pro Probe kann dann die Belegungsdichte der 
Ankerstränge berechnet werden. Dabei ist die Stoffmenge (pmol) direkt 
proportional zur modifizierten Fläche (cm2). 
B =	ngM2
AO
 
B	=	Belegungsdichte der Stränge 	
ngM2	=	Stoffmenge gesamt nach Modifizierung	
Ao	=	geometrische Oberfläche die Modifiziert wurde 
3.6 Adhäsionsuntersuchungen mit SAOS Zellen 
Alle Arbeiten zur Zellkultur erfolgten in einer Laminarflowbox. Alle verwendeten 
Lösungen, Medien und Puffer wurden vorher autoklaviert und auf 37 °C 
temperiert. Alle Zellkulturuntersuchungen wurden im Rahmen eines Praktikums 
von Stephanie Berger durchgeführt. 
Um Aussagen über den Einfluss der Ätzung der Proben auf das 
Adhäsionsverhalten von Zellen zu ermitteln, wurden die Proben mit SAOS-2 SK 
20, einer humanen Osteosarkomlinie, besiedelt. Die SAOS-Zellen wurden auf 
TiAl6V4 (s,g)-Proben (Oberflächenbeschaffenheit: gereinigt, geätzt) mit einer 
Zelldichte von 20000 Zellen/cm2 in Zellkulturmedium (McCoys, enthält 15 % 
Fötales Kälberserum, 1 % Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-Glutamin) ausgesät. 
Die Proben wurden bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Nach einer 
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Stunde bzw. 24 Stunden wurde die Zellzahl der Zellen auf den Proben bestimmt 
und Fluoreszenzaufnahmen gemacht. Die Proben für Fluoreszenzmikroskopie 
wurden in 3,7 % Formaldehyd (in PBS) für eine spätere Analyse fixiert. Für die 
Bestimmung der Proliferation wurden die Proben mit PBS gewaschen und bei -
80 °C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. 
Die Analyse der Zellen auf der Oberfläche erfolgte mittels 
Fluoreszenzmikroskopie und Zellzahlbestimmung. Für die Fluoreszenz-
mikroskopie wurde das Aktin-Cytoskelett (mit Phalloidin gekoppelt mit Alexa-488) 
und die Zellkerne (mit dem DNA-bindenden Farbstoff 4’,6-Diamidino-2-
phenylindole) angefärbt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte indirekt anhand 
des Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH), welches von den meisten Zellen 
synthetisiert wird. Die Aktivität des Enzyms ist in jeder Zelle konstant und kann so 
mit Hilfe einer Kalibriergeraden mit der Zellzahl korreliert werden. Zur Anfärbung 
wurde das LDH-Cytotoxicity Detection Kit verwendet. Die LDH reagiert mit der 
Reaktionslösung zu einem wasserlöslichen, intensiv rot gefärbten Formazan, 
welches photometrisch bei 492 nm gemessen wurde.  
3.7 Überprüfung der Sterilität 
Für den Test auf Sterilität nach der Gammasterilisierung wurde der Bakterien-
stamm Pseudomonas putida ATCC 17390 aus der Stammsammlung der 
Professur für Allgemeine Biochemie (TUD) genutzt. 
Hefenährbouillon (HBN) –Komplettmedium  
- 3 g Fleischextrakt, 5 g Hefeextrakt, 5 g Pepton aus Fleisch und 5 g 
NaCl in Wasser gelöst 
- pH-Wert von 7,0 mit NaOH-Lösung eingestellt 
- mit entionisiertem Wasser auf 1 l aufgefüllt, autoklaviert 
Der Stamm Pseudomonas putida wurde in HNB- Medium angeimpft und über 
Nacht bei 30 °C unter Schütteln gezüchtet. Für den Test der Sterilität wurden 50 
µl dieser frischen Flüssigkultur von Pseudomonas putida (5*108 CFU/ml) im 
Glovebag unter Argonatmosphäre auf je drei trockene c.p. Ti (3,1s;g) und 
TiAl6V4 (s;g) Proben gegeben und in Alu Peel Beutel verschweißt. Die 
sterilisierten Proben wurden in 6-well-Platten mit 3 ml HNB-Medium je well 
gegeben und für mindestens 12 Stunden bei 30 °C und 150 rpm im Schüttler 
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inkubiert. Die Bestimmung der optischen Dichte (OD) erfolgte bei 600 nm. Als 
Referenz wurde frisches HNB-Medium genutzt. 
3.8 Zellbiologische Charakterisierung des Immobilisierungs-
systems 
Um die biologische Aktivität des Immobilisierungssystems zu untersuchen, 
wurden die Wachstumsfaktoren VEGF und BMP-2 über das 
Immobilisierungssystem an die c.p. Ti (s3,1;g)-Proben gekoppelt. Alle 
zellbiologischen Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Schliephake an der Universitätsmedizin Göttingen, Abteilung für Mund-, Kiefer- 
und Gesichtschirurgie durchgeführt. Dazu wurden die Proben mit 8 pmol/cm2 
hybridisierungsfähigen Ankersträngen immobilisiert (elektrochemische 
Parameter: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl). 
Für die Evaluierung des Einflusses von VEGF, verankert über das 
Immobilisierungssystem, auf die Angiogenese, wurde die Proliferation von 
humanen Nabelvenen-Endothel-Zellen (HUVEC) herangezogen. VEGF kann die 
Zellproliferation von HUVEC Zellen induzieren und es zeigt sich ein Anstieg der 
Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle ohne VEGF. Es wurden vier Oberflächen 
verglichen: 1) c.p. Ti (s,g)-Proben (SAE), 2) c.p. Ti (s,g)-Proben mit adsorbiertem 
nichtkonjugiertem rhVEGF165 (SAE + VEGF), 3) c.p. Ti (s,g)-Proben mit Anker-
strangbeschichtung und adsorbiertem nichtkonjugiertem rhVEGF165 
(SAE + ODN (Oligodesoxyribonukleotid) + VEGF) und 4) c.p. Ti (s,g)-Proben mit 
Ankerstrangbeschichtung und hybridisiertem rhVEGF165-Konjugat. Humane 
Nabelvenen-Endothel-Zellen (HUVEC, www.lonza.com; Lonza, Verviers, Belgien) 
wurden unter Nutzung des EGM-2-Bullet-Kit (CC-3162) und EGM-Bulletkit 
(CC3156 & CC-4176), sowie dem Zusatz von 2 ng/mL VEGF und Gentamycin (2 
%) kultiviert und vermehrt. Die Titanproben wurden mit jeweils 30000 HUVEC 
besiedelt und frisches Zellkulturmedium ohne VEGF zugegeben. Die Zellzahl 
wurde mit einem automatischen Zellzähler  nach ein, drei, sieben Tagen und vier 
Wochen quantifiziert. Für jeden Zustand und jeden Zeitpunkt wurden drei 
Titanproben verwendet und alle Messungen dreimal wiederholt. [91] 
Für die BMP-2-Konjugate wurde die Ausbildung der fokalen Adhäsionspunkte 
nach 24 Stunden auf Titanproben bestimmt. Die Titanproben wurden dazu mit 
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20000 hMSCs (kultiviert auf mononuklearen Zellen in DMEM) pro Probe 
besiedelt und mit Medium überschichtet (3 ml pro Probe). Nach 24 Stunden, 72 
Stunden, ein und zwei Wochen wurden Proben genommen, und die fokalen 
Adhäsionspunkte sowie das Aktinskelett wurden immunohistochemisch 
eingefärbt. Dazu wurden die Zellen mit 4 % Paraformaldehyd für 20 Minuten 
fixiert und mit 0,1 % Triton für zehn Minuten permeabilisiert. Zur Färbung der 
fokalen Adhäsionspunkte wurde ein Focal Adhesion Staining Kit verwendet. Es 
wurden die mit DAPI gefärbten Zellkerne (365 nm) und die mit 
Tetramethylrhodamin markierten fokalen Adhäsionspunkte (546 nm und 470 nm) 
mit einer Bildanalysensoftware (AxioVision Software, Zeiss) auf Grundlage der 
Fluoreszenzmikroskopaufnahmen (Axiovert 200/ApoTome, Zeiss) quantifiziert. 
Dann wurden die fokalen Adhäsionspunkte pro Zelle berechnet. Es wurden 
zwischen 126 - 174 Zellen in jeder Gruppe analysiert. [114] 
3.9 Tierexperimentelle Untersuchungen 
Um die biologische Aktivität des Immobilisierungssystems zu untersuchen, 
wurden in vivo-Versuche mit zwei biologischen Molekülen (VEGF und BMP-2) 
durchgeführt. Die Implantate wurden mit einem Strom von 17 mA bis 14,5 V 
polarisiert und AS1_2H-Stränge darauf immobilisiert. Danach wurden die 
Implantate zunächst vier Stunden an der Luft und anschließend 48 Stunden über 
Phosphorpentoxid im Exsikkator im Vakuum getrocknet. Die Verpackung in 
Duranflaschen erfolgte unter einer Argonatmosphäre in der Glovebox. Dabei 
wurden jeweils sechs Implantate in ein Schnappdeckelglas gelegt und diese 
dann in eine Duranflasche mit 1 ml Ethanol (wasserfrei) gestellt. Die 
Durchführung der Tierexperimente erfolgte mit gammasterilisierten Implantat-
proben in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Brenner am Universitätsklinikum Ulm, 
Klinik für Orthopädie in der Sektion Biochemie der Gelenks- und 
Bindegewebserkrankungen. Verglichen wurden die Oberflächenzustände: geätzt 
(1); Ankerstrangbeschichtet (2) und Ankerstrangbeschichtet + hybridisiert (mit 
dem Gegenstrang + bioaktiven Molekülen BMP-2 (3) oder VEGF (4)). Die 
Implantate wurden in die proximale Tibia Metaphyse von osteoporotischen 
Ratten eingepflanzt. Dazu wurde ein Loch in die Tibia gebohrt, worin das 
Implantat eingesetzt wurde. Die Versuchsgruppen für jeden Zeitpunkt und jede 
Implantatvariante bestanden jeweils aus acht Tieren. Es wurden nach vier 
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Wochen bzw. 12 Wochen die Implantate aus der Tibia ausgezogen und dabei die 
Kraft, die dazu gebraucht wurde, bestimmt, anhand derer die Güte der 
Verankerung des Implantates in den Knochen quantifiziert wurde. 
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4 Experimentelle Ergebnisse 
4.1 Charakterisierung und Anpassung des Immobilisierungs-
systems an reale Implantatmaterialoberflächen 
Das untersuchte Immobilisierungsverfahren fand bisher lediglich Anwendung auf 
geschliffenen und geätzten titanbasierten Proben und wurde deshalb in dieser 
Arbeit auf Oberflächen untersucht, die stärker realen Implantatoberflächen 
entsprechen. Für die Untersuchung wurden Implantatmaterialien mit 
sandgestrahlten Oberflächen verwendet, bereitgestellt von der Firma Peter 
Brehm (TiAl6V4) und KLS Martin (c.p. Ti). Diese Art von bearbeiteten 
Oberflächen weisen eine höhere Rauheit und in der Oberfläche verbliebenes 
Strahlgut auf. Um die Übertragung des Immobilisierungssystems zu 
charakterisieren, wurde die Belegungsdichte der hybridisierungsfähigen Anker-
stränge herangezogen. Dazu wurde die Belegungsdichte der Ankerstränge (3‘- 
oder 5‘- markiert) detektiert und deren Hybridisierungsfähigkeit (Belegung mit 
markierten Gegensträngen) analysiert. Um unspezifische Wechselwirkungen 
auszuschließen, wurde eine Kontrolle mitgeführt. Die Ankerstränge wurden mit 
markierten nicht komplementären Strängen zusammen inkubiert. Diese NS-
Stränge besitzen die gleiche Basenzusammensetzung, allerdings eine andere 
Basensequenz als der Gegenstrang und hybridisiert dadurch nicht mit dem 
Ankerstrang. Für alle hier vorgestellten Ergebnisse betrug die NS-Belegung 
weniger als 0,5 pmol/cm2, so dass von einer Hybridisierung der Gegenstränge 
ausgegangen werden kann und nicht von unspezifischen Wechselwirkungen 
zwischen den Gegensträngen und der Probenoberfläche. Alle angegebenen 
elektrochemischen Parameter beziehen sich auf die geometrische Oberfläche. 
4.1.1 Vergleich der Probenmaterialien c.p. Titan und TiAl6V4 
Die verwendeten Proben bestanden aus c.p. Titan oder der Titanlegierung 
TiAl6V4. Zunächst wurden die geschliffenen, geätzten Oberflächen der 
verschiedenen Materialien miteinander verglichen. Entsprechend Abbildung 4.1 
wurde dazu die Belegung mit Gegensträngen verwendet, wobei beide 
Oberflächen mit einer Stromdichte von 7 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl polarisiert wurden. 
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Die verschiedenen Legierungen lassen keinen Einfluss erkennen. Es zeigte sich 
eine gleiche Belegungsdichte an Gegensträngen für beide Materialien von 
4 pmol/cm2. 
 
4.1.2 Vergleich der sandgestrahlten Oberflächen von c.p. Titan und TiAl6V4 
4.1.2.1 Charakterisierung der Oberflächen 
Bei den TiAl6V4 (s = sandgestrahlt) Proben wurde die Oberfläche mit Edelkorund 
gestrahlt und eine Rauheit von Rz = 40-60 µm erzeugt (vom Lieferanten 
angegeben). Für die c.p. Ti Oberflächen wurden Proben mit der Rauheit Ra = 
3,1 µm und Ra = 0,4 µm untersucht und wurden im Weiteren wie folgt bezeichnet: 
c.p. Ti (3,1s) und c.p.Ti (0,4s), wobei s für sandgestrahlt und die Zahl für die 
jeweilige Rauheit steht. Um die Rauheit der Proben zu vergleichen, wurde diese 
einheitlich mit einem Konfokalmikroskop gemessen. Die Oberflächen TiAl6V4 (s) 
und c.p. Ti (3,1s) zeigten eine ähnliche Rauheit von Ra = 3 - 5 µm. Die REM-
Aufnahmen in Abbildung 4.2 zeigen ebenfalls eine ähnliche Strukturierung (a und 
b). Das c.p. Ti (0,4s) hatte eine Rauheit von Ra = 0,4 µm und weist einen 
  
Abbildung 4.1 Vergleich der Belegungsdichte auf geschliffenen und geätzt TiAl6V4 (l,g) 
und c.p. Titan (l,g) Proben; ec. P.: 7 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl; n(GS) = 8, n(NS) = 1 
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deutlichen Unterschied in der Strukturierung zu den beiden anderen Oberflächen 
auf (Abbildung 4.2 c). 
Um eine Aussage über das verwendete Strahlgut zu erhalten, wurden an allen 
drei Oberflächen mittels energiedispersiver Röntgenspektroskopie (EDX) 
Messungen vorgenommen. Das EDX-Spektrum in Abbildung 4.2 d bestätigt für 
die TiAl6V4(s)-Oberflächen, dass Korund als Strahlungsmittel verwendet wurde. 
Für die c.p. Ti (3,1s) Oberfläche wurde Al, Si und O und bei c.p. Ti (0,4s) wurde 
Al, Si, O und Zr detektiert. 
4.1.2.2 Anpassung des Immobilisierungssystems an sandgestrahlte Oberflächen 
Als erstes wurden die gereinigten Oberflächen der Proben c.p. Ti (3,1s) und 
TiAl6V4 (s) untersucht. Die Proben zeigten eine ähnliche Rauheit und Ober-
flächenstrukturierung. Proben wurden nach dem Erhalt gereinigt, und 
anschließend die Ankerstränge unter der Variation der elektrochemischen 
Parameter in die Oberfläche integriert. Obwohl verschiedene Stromdichten und 
Abschaltpotentiale mit einer optimalen Polarisationszeit untersucht wurden, 
 
Abbildung 4.2 REM Bilder (Beschleunigungsspannung: 1 kV, Arbeitsabstand: 5 mm, 
Vergrößerung: 1000) von den Oberflächen TiAl6V4 (s) a), c.p. Ti (3,1s) b) und c.p. Ti 
(0,4s) und EDX-Spektren (Beschleunigungsspannung: 15 kV, Arbeitsabstand: 13 mm, 
Vergrößerung: 200 (TiAl6V4) und Vergrößerung 500 (c.p. Ti)) der Oberflächen TiAl6V4 
(s) d), c.p. Ti (3,1s) e) und c.p. Ti (0,4s) f) 
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wurde maximal eine Belegungsdichte mit Gegensträngen von 1 pmol/cm2 für 
beide Oberflächen erreicht (Abbildung 4.3 gereinigte Oberflächen). Im Vergleich 
dazu lag die Belegungsdichte bei polierten c.p. Ti Proben bei 4,5 pmol/ cm2 [7].  
Um einen Einfluss des Strahlgutes in der Oberfläche auf die Integration der 
Ankerstränge zu untersuchen, wurde dieses aus der Oberfläche entfernt. Das 
Strahlgut umfasste einen großen Prozentsatz der Oberfläche, wo theoretisch 
keine Oxidschicht wächst und kein Ankerstrang eingebaut werden kann. Zur 
Entfernung des Strahlgutes wurden die Oberflächen einem Ätzprozess 
unterzogen, die TiAl6V4 (s) Oberflächen mit eine Gemisch aus Flusssäure und 
Salpetersäure und die c.p. Ti (3,1s) Oberflächen mit einem Gemisch aus 
Salzsäure und Schwefelsäure. Für die TiAl6V4 (s) Oberflächen, gereinigt und 
geätzt, wurden die optimalen elektrochemischen Parameter 23 mA/cm2 bis 14,5 
VAg/AgCl ermittelt und bei c.p. Ti (3,1s) für gereinigte und geätzte Oberflächen 14 
mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl. Die Belegung mit Gegenstrang stieg bei TiAl6V4 (s) 
Oberflächen von 1,2 ± 0,3 pmol/cm2 auf gereinigten Oberflächen, auf 
4,5 ± 0,4 pmol/cm2 auf geätzten Oberflächen und bei den c.p. Ti (3,1s) 
Oberflächen von 1 ± 0,2 pmol/cm2 auf gereinigten Oberflächen, auf 
   
Abbildung 4.3 Vergleich der Belegungsdichte mit Gegensträngen und nicht 
komplementären Strängen auf c.p. Ti (3,1s) Proben (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) 
gereinigt oder geätzte Oberflächen und TiAl6V4 (s) Proben (ec. P.: 23 mA/cm2 bis 14,5 
VAg/AgCl) gereinigt oder geätzte Oberflächen, n(NS, GS) = 4 
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7,3 ± 1,3 pmol/cm2 auf geätzten Oberflächen (Abbildung 4.3). Damit zeigte sich 
auf beiden Oberflächen eine deutlich bessere Belegungsdichte mit 
Gegensträngen auf den geätzten Oberflächen (Abbildung 4.3).  
 
4.1.2.3 Charakterisierung der gereinigten und geätzten Oberflächen 
Zur Charakterisierung der gereinigten und geätzten Oberfläche wurden REM- 
und EDX-Aufnahmen durchgeführt. In Abbildung 4.4 ist zu erkennen, dass sich 
die Oberflächengüte der TiAl6V4 (s) gereinigt oder geätzt deutlich unterscheidet. 
Durch den Ätzprozess (Abbildung 4.4 b) wurde Strahlgut aus der Oberfläche 
entfernt und eine leichte Strukturierung erzeugt. 
Um sicherzugehen, dass eine Strahlgutentfernung aus der Oberfläche stattfand, 
wurden die gereinigten und geätzten TiAl6V4-Oberflächen mittels EDX analysiert. 
 
Abbildung 4.4 REM-Aufnahmen (Beschleunigungsspannung: 1 kV, Arbeitsabstand: 5 
mm, Vergrößerung: 1000) der TiAl6V4 (s) Proben a) gereinigt (rote Kreise: Strahlgut) 
und b) geätzt (HF, HNO3) und EDX-Spektren (Beschleunigungsspannung: 15 kV, 
Arbeitsabstand: 13 mm, Vergrößerung: 200) gereinigt c) und geätzt d) 
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Im Vergleich von Abbildung 4.4 c zu Abbildung 4.4 d ist der Aluminiumgehalt 
deutlich zurückgegangen. Der Sauerstoff wurde im EDX-Spektrum 4.4 d nicht 
mehr nachgewiesen. Es kann also davon ausgegangen werden, dass Korund 
aus der Oberfläche ausgelöst wurde. 
Bei den c.p. Ti (3,1s) Oberflächen zeigte sich auf den geätzten Oberflächen 
ebenfalls eine zusätzliche Strukturierung (Abbildung 4.5 b).  
 
Abbildung 4.5 REM-Aufnahmen (Beschleunigungsspannung: 1 kV, Arbeitsabstand: 5 mm, 
Vergrößerung: 1000) der c.p. Ti (3,1s) Proben a) gereinigt und b) geätzt (H2SO4, HCl) und 
EDX-Spektren (Beschleunigungsspannung: 15 kV, Arbeitsabstand: 13 mm, Vergrößerung: 
200) gereinigt c) und geätzt d) 
Im Vergleich der EDX-Spektren Abbildung 4.5 c und d zeigte sich eine 
Veränderung bei den Al, O und Si Elementen. Auf geätzten Oberflächen sind 
diese nicht mehr zu detektieren. Dies spricht für ein Herauslösen des Strahlgutes 
aus der Oberfläche. 
Weiterführend wurde der Effekt des Ätzprozesses auf die Biokompatibilität der 
Oberfläche mittels eines Zelltests untersucht. Diese Untersuchung wurde im 
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Rahmen eines Praktikums von Stephanie Berger durchgeführt. Zur Ermittlung der 
Zellzahl wurde die Laktatdehydrogenase der Zellen nach einer und 24 Stunden 
auf TiAl6V4 (s), gereinigt und geätzt, bestimmt, sowie die Oberfläche mit Zellen 
im Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Zellzahl war auf beiden Oberflächen 
vergleichbar, was für eine gute Biokompatibilität beider Oberflächen spricht 
(Abbildung 4.6 b) [115]. Die Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop zeigen 
für die Oberflächen eine ähnliche Zellmorphologie (Abbildung 4.6 a) [115]. 
Wenn Zellen nicht adhärieren, besitzen sie eine Kugelmorphologie. Im 
Gegensatz dazu, spannen sie sich auf, wenn sie adhärieren, was bei beiden 
Oberflächen deutlich nach 24 Stunden zu sehen ist. Die Adhärenz von SAOS-2 
Zellen wurde durch den Ätzprozess nicht beeinflusst [115]. 
  
 
Abbildung 4.6 Fluoreszenzmikroskopaufnahmen (a) und Zellzahl (b) (Bestimmung 
Laktatdehydrogenase, n = 3) von SAOS Zellen auf TiAl6V4 (s) Proben auf gereinigten 
und geätzten Oberflächen 
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4.1.2.4 Vergleich der sandgestrahlten, geätzten Oberflächen von TiAl6V4 und 
c.p. Ti  
Um einen Vergleich des Immobilisierungssystems auf den Oberflächen 
vorzunehmen, wurde als erstes die Adsorption auf den drei Oberflächen TiAl6V4 
(s;g), c.p. Ti (3,1s;g) und c.p. Ti (0,4s,g) untersucht. TiAl6V4 (g) wurde mit der 
Ätzlösung HF/HNO3 behandelt und die c.p. Ti Oberflächen mit der Ätzlösung 
H2SO4/HCl. In Abbildung 4.7 zeigte sich eine ähnliche Adsorption für TiAl6V4 
(s;g) und c.p. Ti (3,1s;g) von 20 – 25 pmol/cm2 für 5‘- und 3‘- markierte 
Ankerstränge. Für die c.p. Ti (0,4s,g) Proben wurde nur eine Adsorption von 11 –
 15 pmol/cm2 festgestellt. Ein Grund hierfür könnte die geringe Rauheit sein. Bei 
TiAl6V4 (s,g) und c.p. Ti (3,1s;g) sollte durch die höhere Rauheit auch eine 
größere Oberfläche zur Verfügung stehen. 
Alle drei Oberflächen zeigten eine deutliche Adsorption der Ankerstränge, so 
dass im nächsten Schritt die Immobilisierung der Ankerstränge und deren 
 
Abbildung 4.7 Vergleich der Belegungsdichten für die Adsorption (5‘ und 3‘), von 
AS1_2H Strängen auf TiAl6V4 (s,g(HF/HNO3)) und c.p. Ti (3,1s,;g(H2SO4/HCl)) und c.p. 
Ti (0,4s;g (H2SO4/HCl)), n(3‘,5‘) = 12 
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Hybridisierungsfähigkeit untersucht wurden. In Abbildung 4.8 zeigten sich für die 
beiden c.p. Ti Oberflächen eine Belegungsdichte von ca. 10 pmol/cm2. Trotz der 
Feststellung einer schlechteren Adsorption auf der c.p. Ti (0,4s;g) Oberfläche 
hatte das keinen Einfluss auf die Integration. Auf der TiAl6V4 (s) Oberfläche 
(HF/HNO3 geätzt) wurde eine Belegung der 5‘-markierten Ankerstränge von 
8,1 ± 2,7 pmol/cm2 detektiert, allerdings zeigte sich hier die höchste Varianz. 
Die 3‘-markierte Ankerstrangbelegung war mit 5,6 ± 0,8 pmol/cm2 tendenziell 
etwas höher auf den c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen. Bei c.p.Ti (0,4s;g) und TiAl6V4 
(s;g) lag sie bei 3,5 - 4 pmol/cm2. Damit liegen die Werte für die 
Ankerstrangbelegungsdichte für alle drei Oberflächen in ähnlichen Bereichen. 
Dafür unterscheidet sich die Belegung mit Gegensträngen auf den c.p. Ti (3,1s;g) 
deutlich von den beiden anderen. Sie liegt bei 9,6 ± 2,8 pmol/cm2 im Gegensatz 
zu ca. 4 pmol/cm2 bei den c.p. Ti (0,4s;g) (4,1 ± 1 pmol/cm2) und TiAl6V4 (s;g) 
Abbildung 4.8 Vergleich der Belegungsdichten für die Immobilisierung (Ankerstränge 
AS1_2H) (5‘ und 3‘) und Hybridisierung (GS1* und NS1*) auf c.p. Ti (3,1s) geätzt 
H2SO4/HCl (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8VAg/AgCl); c.p. Ti (0,4s) geätzt H2SO4/HCl (ec. P.: ec. P.: 
14 mA/cm2 bis 8VAg/AgCl) und TiAl6V4 (s,g) geätzt HF/HNO3 (ec. P.: 23 mA/cm2 bis 14,5 V) 
oder geätzt HCl/H2SO4 (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 10,5 VAg/AgCl); n(3‘,5‘,GS) = 6; n(NS) = 1 
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Oberflächen (4,3 ± 1,1 pmol/cm2). Die Gegenstrangbelegung entspricht bei c.p. 
Ti (3,1s;g) Oberflächen damit fast der 5‘-markierten Ankerstrangbelegung und ist 
fast doppelt so hoch wie die 3‘-markierte Ankerstrangbelegung. Die höhere 
Gegenstrangbelegung liegt nicht nur an einer höheren Ankerstrangbelegung auf 
der Oberfläche. Dazu ist der Anstieg der 3‘- und 5‘ markierten Ankerstränge auf 
den c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen nicht hoch genug. Damit sind die integrierten 
Ankerstränge auf den c.p. Ti (3,1s,g) Oberflächen in einem höheren Maße 
hybridisierungsfähig. Um zu untersuchen, ob dies ein Effekt aus Rauheit und der 
H2SO4/HCl Ätzung ist, wurden die TiAl6V4 (s) Oberflächen mit dieser Ätzlösung 
behandelt (Abbildung 4.8). Doch alle drei Belegungsdichten (5‘-,3‘-markierte 
Ankerstränge; Gegenstränge) lagen im selben Bereich, wie für TiAl6V4 (s) 
Oberflächen mit HF/HNO3 geätzt. Die Versuchsergebnisse zeigten, dass die 
Ätzungsart bei TiAl6V4 keinen Einfluss auf die Belegungsdichte mit hybridi-
sierungsfähigen Ankersträngen hat. 
Um einen Vergleich der Strukturierung der geätzten Oberflächen zu erhalten, 
wurden REM-Aufnahmen verglichen. In Abbildung 4.9 sind die unterschiedlichen 
Probenoberflächen zu sehen. Bei TiAl6V4 (s) mit HF/HNO3 geätzt (Abbildung 4.9 
a und b) zeigte sich eine gröbere Strukturierung, als bei TiAl6V4 (s) geätzt mit 
H2SO4/HCl (Abbildung 4.9 c und d). Aber beide Strukturierungen unterscheiden 
sich deutlich von den c.p. Ti Oberflächen mit H2SO4/HCl geätzt (Abbildung 4.9 e-
h). Hier entsteht eine wabenartige Struktur. Bei c.p. Ti (0,4s;g) ist allerdings die 
Oberfläche durch die geringe Rauheit viel flacher. Es wurde deutlich, dass sich 
die Nanostrukturierung auf den TiAl6V4 (s) Proben von der Strukturierung der 
c.p. Ti (s) Probenoberflächen trotz gleicher Ätzung unterscheidet. Auf den c.p. Ti 
Oberflächen ist trotz der unterschiedlichen Rauheit die Strukturierung durch die 
Ätzung ähnlich. 
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Abbildung 4.9 Rasterelektronenmikroskopieaufnahmen (Beschleunigungsspannung: 
1 kV, Arbeitsabstand: 5 mm, Vergrößerung: 1000 und 5000) der a) und b) TiAl6V4 (s) 
Probenoberflächen geätzt mit HF/HNO3 a) b) und geätzt mit H2SO4/ HCl c) d) und c.p.Ti 
(3,1s) Probenoberfläche geätzt mit H2SO4/ e) f) HCl und c.p. Ti (0,4s) geätzt mit 
H2SO4/HCl g) h) 
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4.2 Einfluss verschiedener Ankerstrangsequenzen auf die 
Belegungsdichte 
Für eine Optimierung des Immobilisierungssystems wurden verschiedene 
Ankerstrangdesigns untersucht. Bei den Ergebnissen zu den verschiedenen 
Ankerstrangsequenzen wurden neben den Belegungsdichten zu den 5‘-
markierten und 3‘-markierten Ankersträngen und Gegenstrang, zusätzlich die 
Verhältnisse 3‘/5‘; GS*/5‘ und GS*/3‘ in % angegeben. Das Verhältnis 3‘/5‘ ist ein 
Maß dafür, wie viele der eingebauten Stränge, nach Integration in die Proben-
oberfläche, intakt sind. Die Verhältnisse GS*/5‘ und GS*/3‘ zeigen die Hybridi-
sierungseffizienz der eingebauten Stränge. Da die Belegungsdichte der 
verschiedenen Stränge schwankt, kann so ein besserer Vergleich gezogen 
werden. Für die gezeigten Verhältnisse wurde die Standardabweichung mittels 
Fehlerfortpflanzung berechnet. Bei den verwendeten Strängen kamen zwei in der 
Basensequenz verschiedene komplementäre Bereiche zum Einsatz. In Tabelle 
4.1 ist zu sehen, dass die freie Enthalpie für die Hybridisierung der beiden 
Stränge mit dem jeweiligen Gegenstrang gleich ist. 
Damit resultieren eventuelle Unterschiede in der Hybridisierungseffektivität nicht 
durch die beiden sich unterscheidenden Komplementärbereiche. 
4.2.1 Vergleich von Ankersträngen mit einem oder zwei Hybridisierungs-
bereichen auf TiAl6V4 (s,g) und c.p. Ti (s,g) Oberflächen 
Es wurde ein Vergleich zwischen AS1_2H (2 Hybridisierungssequenzen) und 
AS2_1H (nur eine Hybridisierungssequenz) auf TiAl6V4 (s,g) und c.p. Ti (s,g) 
Proben angestrebt. Es sollte geklärt werden, bis zu welchem Grad eine zweite 
 freie Enthalpie in kcal/mol
für die Hybridisierung von GS1 mit 
AS1_2H oder AS2_1H 
-32,34 
für die Hybridisierung von GS2_G mit 
AS3_2H_G oder AS4_1H_G 
-31,71 
 
Tabelle 4.1 Freie Hybridisierungsenthalpie der Gegenstränge mit dem komplementären 
Ankersträngen, bestimmt mit „mfold“ bei 21 °C und 0,16 M Kalziumionenkonzentration 
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Hybridisierungssequenz einen Vorteil bietet. Dazu wurde die Adsorption, 
Immobilisierung und Hybridisierung der beiden Stränge verglichen. 
Adsorption 
Um auszuschließen, dass eventuelle Änderungen im Adsorptionsverhalten 
auftreten, wurde als erstes die Adsorption der Stränge verglichen. Die Stränge 
zeigten gleiches Adsorptionsverhalten auf TiAl6V4 (s;g) und c.p. Ti (3,1s;g) 
Proben (Abbildung 4.10). Es ist lediglich eine geringfügig bessere Adsorption von 
AS1_2H- und AS2_1H-Strängen auf den c.p. Ti (3,1s;g) Proben (25 - 21 
pmol/cm2) gegenüber den TiAl6V4 (s;g) Proben (17 - 22 pmol/cm2) nachweisbar. 
Weiterhin ist ein geringer Unterschied zwischen 5‘- und 3‘- markierter 
Ankerstrangbelegungsdichte bei AS2_1H- und AS1_2H-Strängen auf den 
Oberflächen der TiAl6V4 (s;g) Proben zu detektieren. Dies sollte nicht zu sehen 
sein, da der Markierungsort entweder am 3‘-Ende oder 5‘-Ende liegt. Allerdings 
wird hier lediglich ein adsorptiver Prozess untersucht, der in hohem Maße von 
der Handhabung der Proben abhängt. 
Beispielsweise kann hier das Abspülen der Proben eine entscheidende Fehler-
quelle darstellen. 
 
Abbildung 4.10 Vergleich der Adsorption der Ankerstränge AS1_2H und AS2_1H auf 
TiAl6V4 (s;g) und c.p. Ti (3,1s;g) Proben, n = 12 
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Immobilisierung und Hybridisierung  
Nach der Adsorption wurden beide Stränge elektrochemisch immobilisiert und mit 
komplementären Strängen hybridisiert. Im Fokus standen dabei der Unterschied 
zwischen den beiden Materialien, sowie das Verhalten der unterschiedlichen 
Stränge. Auf den TiAl6V4 (s;g) Oberflächen wurden für die beide Stränge 
geringere Belegungsdichten, gegenüber den c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen, erzielt 
(Abbildung 4.11). Dies bezieht sich auf die 5‘-, 3‘- markierte Ankerstrang- und 
Gegenstrangbelegung für die Stränge AS1_2H und AS2_1H. Der Unterschied 
zwischen den beiden Oberflächen für den AS1_2H Strang wurde bereits unter 
4.1.2.4 ausgewertet. Deshalb soll im Folgenden auf den Vergleich zwischen den 
verschiedenen Strängen auf den Oberflächen fokussiert werden. Die Adsorption 
war für beide Stränge auf den Oberflächen ähnlich. Die AS2_1H-Stränge zeigten 
eine ähnliche 5‘- und 3‘-Belegung wie die AS1_2H-Stränge auf beiden 
Oberflächen. 
 
 
Abbildung 4.11 Belegungsdichten der Ankerstränge AS1_2H und AS2_1H nach elektro-
chemischer Immobilisierung auf TiAl6V4 (s,g) Proben (ec. P.: 23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) 
und c.p. Ti (s,g) Proben (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl); n(3‘,5‘,GS) = 12, n(NS) = 3 
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Es gibt allerdings einen gravierenden Unterschied bei der Gegenstrangbelegung. 
Diese fällt auf beiden Oberflächen für die AS2_1H-Stränge deutlich geringer aus.  
Die Ergebnisse zeigen einen gravierenden Rückgang bei der Hybridisierungs-
effizienz der AS2_1H-Stränge. Die Belegungsdichte mit Gegensträngen sank 
leicht unter den 3‘-Wert, d. h., dass nicht alle 3‘-Ankerstränge, die eigentlich 
intakt sein sollten, für die Hybridisierung zur Verfügung stehen. 
Für die AS2_1H-Stränge und die AS1_2H-Stränge sind die Ergebnisse zu den 
Verhältnissen der Belegungsdichten in Abbildung 4.12 dargestellt. Das 3‘/5‘-
Verhältnis zeigt auf, wie viel Prozent der eingebauten Stränge nach der 
Immobilisierung vollständig vorliegen. Weiterhin werden das Verhältnis GS1/5‘ 
und GS1/3‘ dargestellt, welche zeigen, wie viel Prozent der Ankerstränge 
hybridisierungsfähig sind. Das Verhältnis 3‘/5‘ zeigte keinen Unterschied auf den 
TiAl6V4 (s;g) und c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen. 
 
 
Abbildung 4.12 Verhältnis der Belegungsdichten von 3‘/5‘, GS1*/5‘ und GS1*/3‘ für die 
Stränge AS1_2H und AS2_1H auf TiAl6V4 (s;g) (ec. P.:23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) und 
c.p. Ti (3,1s;g) (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) Proben 
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Das Verhältnis von Hybridisierung mit Gegensträngen zu integrierten 
Ankersträngen (3‘- oder 5‘-markiert) sinkt bei GS1/5‘ und GS1/3‘ für die TiAl6V4 
(s;g) Proben um ca. 60 % und für c.p. Ti (3,1s;g) Proben um ca. 56 %. Damit 
wurden von den intakten AS2_1H-Strängen bei TiAl6V4 (s;g) Proben nur noch 
56 % und bei c.p. Ti (3,1s;g) Proben nur noch 80 % hybridisiert (Verhältnis 
GS/3‘). Dieser deutliche Abfall für beide Proben würde bedeuten, dass bei beiden 
Materialien die AS1_2H-Stränge nur zu einem geringen Anteil eingebaut wurden, 
so dass die zweite Hybridisierungssequenz am 5‘-Ende für die Hybridisierung zur 
Verfügung steht. 
4.2.2 Vergleich von Ankersträngen mit hohem und niedrigem Guaningehalt mit 
zwei Hybridisierungsbereichen 
Um eine optimale Sequenz für den Ankerstrang zu generieren, wurden weitere 
Sequenzen untersucht. Guanin ist anfälliger für Radikalangriffe und die 
Gruppierung von Guanin assoziiert mit einem Adenin verringert das 
Ionisierungspotential von einem solchen Sequenzabschnitt [116] [117]. Damit 
sollte ein Strang mit höherem Guaningehalt theoretisch höhere Schäden 
aufweisen. Dementsprechend wurde ein Strang gewählt, der einen Sequenz-
abschnitt AGGG, sowie einen hohen Anteil an Guanin-Basen aufweist, um zu 
untersuchen, ob er eine höhere Schädigung bei der elektrochemischen Immobili-
sierung aufweist. Der Strang AS3_2H_G beinhaltet diese Kriterien sowie zwei 
Hybridisierungssequenzen. Die Daten zum Vergleich der Stränge AS1_2H und 
AS3_2H_G auf c.p. Ti (0,4s;g) wurde von Enrico Grom im Rahmen seiner 
Bachelorarbeit erhoben. 
In Abbildung 4.13 sind für die Stränge AS1_2H und AS3_2H_G die 
Belegungsdichten der Ankerstränge für die Adsorption und Immobilisierung sowie 
die Hybridisierung der Gegenstränge auf den c.p. Ti (0,4s;g) Oberflächen 
dargestellt. Die Adsorption der 3‘-markierten AS3_2H_G-Stränge erwies sich mit 
7 pmol/cm2 als deutlich geringer, als bei den 5‘-markierten AS3_2H_G-Strängen 
(11 pmol/cm2) und den 3‘- und 5‘-markierten AS1_2H-Strängen (11 –
 14 pmol/cm2). Die schlechtere Adsorption scheint keinen Einfluss auf die elektro-
chemische Immobilisierung oder die Hybridisierungseffizienz zu haben. 
Ursächlich für die schwankenden Werte bei der Adsorption der Ankerstränge ist 
wahrscheinlich wieder die instabile Bindung des Stranges zur Titanoberfläche. 
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In Abbildung 4.14 sind zusätzlich die Verhältnisse 3‘/5‘; GS*/5‘ und GS*/3‘ von 
AS1_2H und AS3_2H_G dargestellt. Bei einer größeren Schädigung der 
AS3_2H_G-Stränge müsste sich ein schlechteres 3‘/5‘-Verhältnis zeigen. Dies ist 
nicht der Fall. Für AS1_2H-Stränge und AS3_2H_G-Stränge waren noch 40 % 
der eingebauten Stränge vollständig vorhanden. Daraus lässt sich ableiten, dass 
bei Strängen mit zwei Hybridisierungssequenzen kein signifikanter Unterschied 
bei der Schädigung auftritt. 
 
Abbildung 4.13 Vergleich der Belegungsdichten für die Adsorption (5‘ und 3‘), 
Immobilisierung (5‘ und 3‘) und Hybridisierung (GS* und NS*) der Stränge AS1_2H 
und AS3_2H_G auf c.p. Ti (0,4s;g) (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8VAg/AgCl), n(3‘,5‘) = 15, 
n(GS,NS) = 3 
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Aus den vorangegangenen Ergebnissen ist allerdings ersichtlich, dass die zweite 
Sequenz einen Einfluss auf die Belegungsdichte hat. Auf Grund der großen 
Varianz der Ergebnisse konnte nicht endgültig geklärt werden, ob die Methode 
sensitiv genug ist, einen solchen Effekt zu detektieren oder in wie weit die zweite 
Sequenz hier eine Rolle spielt. 
4.2.3 Vergleich der Belegungsdichte von Ankersträngen mit niedrigem und 
hohem Guaningehalt und einem Hybridisierungsbereich 
Um den Einfluss der zweiten Sequenz zu eliminieren, wurden zwei Stränge 
verglichen, die nur eine Hybridisierungssequenz besitzen. Der AS4_1H_G Strang 
beinhaltet einen Bereich bestehend aus den Basen: AGGG. Es sollte festgestellt 
werden, ob dieser Bereich sensitiver gegenüber der Schädigung durch Radikale 
bei der Oxidschichtbildung ist. 
Der Vergleich der Adsorption der AS2_1H-Stränge und der AS4_1H_G-Stränge 
zeigte einen deutlichen Unterschied (Abbildung 4.15). Die AS4_1H_G Stränge 
(12 – 13 pmol/cm2) adsorbieren deutlich schlechter im Vergleich zu AS2_1H_G-
Strängen (17 - 24 pmol/cm2). Es hatten sich zwar immer wieder sehr große 
Schwankungen in den Adsorptionswerten gezeigt, aber dies hatte keinen Einfluss 
auf die Immobilisierung. Der AS4_1H zeigte zusätzlich eine schlechte Integration 
in die Oxidschicht. 
 
Abbildung 4.14 Verhältnis der Belegungsdichten von 3‘/5‘, GS*/5‘ und GS*/3‘ für die 
Stränge AS1_2H (GS1* verwendet) und AS3_2H_G (GS2* verwendet) auf den c.p. Ti 
(0,4s;g) Proben (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) 
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Die 5‘-Ankerstrangbelegung ist geringer für die AS4_1H_G-Stränge 
(5,2 ± 0,5 pmol/cm2) gegenüber AS2_1H-Strängen (8 ± 1 pmol/cm2) (Abbildung 
4.15, Immobilisierung). Dies trifft ebenfalls auf die 3‘-Ankerstrangbelegung zu, die 
bei AS4_1H_G-Strängen bei 1,7 ± 0,3 pmol/cm2 liegt und bei AS2_1H-Strängen 
bei 4 ± 1 pmol/cm2. Die Hybridisierung mit Gegensträngen zeigt sich für die 
AS4_1H_G-Stränge mit 0,33 ± 0,06 pmol/cm2 viel geringer gegenüber AS2_1H-
Strängen (1,6 ± 0,5 pmol/cm2) (Abbildung 4.15, Hybridisierung). 
In Abbildung 4.16 sind die Verhältnisse 3‘/5‘; GS*/5‘ und GS*/3‘ zu den Strängen 
AS2_1H und AS4_1H_G zu sehen. Das 3‘/5‘-Verhältnis der AS4_1H_G-Stränge 
(33 ± 6 %) zeigt nur eine geringe Tendenz für eine höhere Schädigung im 
Vergleich zu den AS2_1H-Strängen (42 ± 12 %). Die Basenfolge AGGG hat 
demnach keinen gravierenden Einfluss, wenn sie im Strang enthalten ist. Indes 
scheint die veränderte Sequenz bei den AS4_1H_G-Strängen einen 
Abbildung 4.15 Vergleich der Adsorption (5‘ und 3‘), Immobilisierung (5‘ und 3‘) und 
Hybridisierung (GS* und NS*) der Stränge AS2_1H und AS4_1H_G auf TiAl6V4 (s,g) 
Proben (ec. P.: 23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl), n(5‘,3‘,GS) = 12, n(NS) = 2 
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gravierenden Einfluss auf die Hybridisierungsfähigkeit der eingebauten 
Ankerstränge zu besitzen. Bei den AS4_1H_G-Strängen, welche nach dem 
Einbau noch vollständig vorliegen, sind nur noch 19 ±4 % hybridisierungsfähig 
(Abbildung 4.16, GS*/3‘-Verhaltnis). Es werden demnach nicht nur weniger 
Ankerstränge eingebaut, sondern die vollständig vorliegenden Ankerstränge sind 
zu 81 % nicht mehr hybridisierungsfähig. Bei den AS2_1H-Strängen waren 
lediglich 58 % nicht mehr hybridisierungsfähig. 
 
Ankerstränge mit hohem Guaningehalt und 2 Hybridisierungsbereichen 
(AS3_2H_G) zeigten keinen Unterschied in der Adsorption, Immobilisierung und 
Hybridisierung im Vergleich zu AS1_2H-Strängen (Abbildung 4.13). Dies ist ein 
Hinweis dafür, dass die Belegungsdichten mit Gegenstrang hauptsächlich durch 
die zweite Hybridisierungssequenz am 5‘-Ende entstehen, da bei den 
AS4_1H_G-Strängen dieser nicht vorhanden ist.  
 
Abbildung 4.16 Verhältnis der Belegungsdichten von 3‘/5‘, GS*/5‘ und GS*/3‘ für die 
Stränge AS1_1H (GS1* verwendet) und AS4_1H_G (GS2* verwendet) auf den 
TiAl6V4 (s,g) Proben (23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) 
0
10
20
30
40
50
60
70
3'/5' GS*/5' GS*/3'
Ve
rh
äl
tn
is
 d
er
 B
el
eg
un
gs
di
ch
te
n 
 in
 %
AS2_1H
AS4_1H_G
Experimentelle Ergebnisse 
 
68 
 
4.3 Entwicklung einer Strategie zur Gammasterilisierung von ober-
flächenmodifizierten Proben 
Im folgenden Kapitel liegt der Fokus auf der Gammasterilisierung der 
oberflächenmodifizierten Proben. Ziel soll es sein, eine Methode zu entwickeln, 
die eine Schädigung der DNA durch die Ionisierung bzw. durch gebildete 
Radikale (hervorgerufen durch Ionisierung umliegender Wasser- oder 
Sauerstoffmoleküle) minimiert, so dass noch eine ausreichende Funktionalität 
des Immobilisierungssystems gewährleistet werden kann. Alle Proben wurden 
außer für die Dosisreihe mit mindestens 25 kGy sterilisiert. Es wurden die 
Oberflächen c.p. Ti (l;g); c.p. Ti (3,1s;g) und TiAl6V4 (s;g) verwendet. Da die 
Belegungsdichte auf den unterschiedlichen Oberflächen variiert, wird zur 
besseren Vergleichbarkeit bei Diagrammen mit unterschiedlichen 
Probenoberflächen das Verhältnis: (Belegungsdichte der sterilisierten Probe/ 
Belegungsdichte der nicht sterilisierten Referenz) *100 dargestellt (Anteil der 
hybridisierungsfähigen Ankerstränge in %). Die Standardabweichung wurde 
mittels Fehlerfortpflanzung bestimmt. Wenn auf nur einer Probenoberfläche 
Daten erhoben wurde, werden jeweils die Belegungsdichte der sterilisierten 
Probe und der nicht sterilisierten Referenzprobe angegeben. Der Anteil der 
hybridisierungsfähigen Ankerstränge wurde im Diagramm über die Balken 
dargestellt (Fehler mittels Fehlerfortpflanzung).  
4.3.1 Untersuchung des Einflusses von Dosisreduzierung, Trocknung, 
Schutzgas und Ethanol 
Alle Untersuchungen zum Kapitell 4.3.1 wurden in Zusammenarbeit mit Matthias 
Müller im Rahmen seiner Diplomarbeit durchgeführt. Hierbei wurde zunächst der 
Einfluss von Gammastrahlung auf die Integrität immobilisierter Ankerstränge 
anhand der Hybridisierungsfähigkeit der Ankerstränge nach der Sterilisierung 
bewertet. Es zeigte sich (Abbildung 4.17), dass ohne Schutzmaßnahmen die 
Ankerstränge vollständig zerstört werden [113]. 
4.3.1.1 Dosisreduzierung 
Weiterhin wurde der Einfluss der Dosis auf die Zerstörung der Ankerstränge 
untersucht. Eine geringere Dosis sollte die Wahrscheinlichkeit für eine 
Ionisierung des Wassers und der DNA vermindern. Die Dosis von 25 kGy, 
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18 kGy und 10 kGy wurden untersucht. Die Strahlendosis weicht dabei leicht vom 
theoretischen Wert ab. Die tatsächlich dosimetrisch ermittelten Durchschnitts-
werte während des Sterilisationsvorgangs lagen bei 13 kGy, 23,5 kGy und 
28,5 kGy. 
 
Eine Verringerung der Dosis führte zu einer geringeren Zerstörung, aber selbst 
hier lag die Belegungsdichte nur bei 7 % der Referenzbelegungsdichte 
(Abbildung 4.17) [113]. Deswegen wurde die Verminderung der Strahlendosis im 
weiteren Verlauf der Arbeit nicht weiter betrachtet. 
4.3.1.2 Trocknung und Schutzgas 
Nachdem die Verminderung der Dosis keinen Erfolg hatte, wurde versucht die 
indirekte Schädigung durch Radikale herabzusetzen. Dabei stellen das den 
Ankerstrang umgebende Wasser und Sauerstoff das Hauptproblem dar. Es 
wurden deshalb verschiedene Trocknungs- und Verpackungsvarianten 
untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine Verpackung der Proben in luftdichte, für 
die Sterilisation geeignete Verpackungen sehr schwer zu realisieren war. 
Untersucht wurde die Trocknung ein Tag im Vakuum über Phosphorpentoxid 
(PPO) und die Verpackung im Glovebag in PP-Beuteln. Dabei konnte lediglich 
eine Belegungsdichte von 6 % der Referenzbelegungsdichte erreicht werden. 
 
Abbildung 4.17 Belegungsdichten von Gegen- und nicht komplementären Strängen auf 
c.p. Ti (l,g) (ec. P.: 7 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) Proben sterilisiert mit verschiedener 
Strahlendosis, n = 3  
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Zwei Faktoren zeigten sich dabei als problematisch: im Glovebag konnte kein 
trockenes Argon benutzt werden und die mangelnde Dichtheit der PP-Beutel. 
[113] Wegen dieser zwei Faktoren wurde der Prozess weiter verbessert. Es 
erwies sich, dass die Trocknung zwei Tage über Phosphorpentoxid sowie die 
Verpackung in der Glovebox (Argonatmosphäre) in Duranflaschen (gasdicht) die 
bessere Strategie darstellte. Die Argonatmosphäre, die dadurch um die Proben 
entsteht, soll die Sauerstoffmoleküle um die DNA vermindern. Es konnten die 
durchschnittliche Referenzbelegungsdichte erhöht werden. Allerdings schwankte 
die Belegungsdichte von 1 – 45 % der jeweiligen Referenzbelegungsdichte [113]. 
Dennoch konnte der positive Effekt der Trocknung und Verpackung in einer 
Schutzgasatmosphäre gezeigt werden. 
4.3.1.3 Ethanol als Radikalfänger 
Nachdem versucht wurde, die Radikalbildung durch Entzug des Wassers zu 
senken, wurde ein weiterer Ansatz verfolgt: Radikalfänger. Diese reagieren 
anstatt der Ankerstränge mit den Radikalen, wodurch der indirekte Effekt 
vermindert wird. Es wurde eine Ethanolatmosphäre und Ethanol untersucht. Die 
Proben wurden nach der Trocknung über Phosphorpentoxid im Vakuum in einer 
Glovebox je nach Zustand verpackt. Für Ethanol wurden die Proben in ein 
Schnappdeckelglas mit 2 ml Ethanol gelegt und dann erst in Duranflaschen 
verpackt. Für die Ethanolatmosphäre wurden die Proben in die Schnapp-
deckelgläser gegeben und in die Duranflasche 1 ml Ethanol gegeben, so dass 
kein direkter Kontakt zum Ethanol bestand. Da die Verpackung in der Glovebox 
stattfand, kann von einer Ethanol-Argon-Atmosphäre ausgegangen werden. Um 
nur den Effekt des Ethanol zu untersuchen, wurden Proben nach der 
Immobilisierung ohne Trocknung in Ethanol gelagert. Die Untersuchung wurde 
mit drei verschiedenen Probenoberflächen durchgeführt. In Abbildung 4.18 sind 
die Ergebnisse dazu dargestellt. Ohne Trocknung zeigte der Ethanol keine 
Verbesserung und der Anteil an hybridisierungsfähigen Ankersträngen sinkt auf 
2 %. Für alle untersuchten Oberflächen (c.p. Ti (l;g), c.p. Ti (3,1s;g) und TiAl6V4 
(s;g)) wirkte sich die Kombination aus Trocknung und Ethanol, bzw. 
Ethanolatmosphäre positiv auf die Belegungsdichte aus. 
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Auf den c.p. Ti (l;g) Oberflächen zeigte sich die Verpackung in der Glovebox in 
eine Ethanolatmosphäre als die beste Strategie, da bis zu 40 % der Ankerstränge 
nach der Sterilisierung noch hybridisierungsfähig waren. Eine Lagerung der 
Proben in Ethanol scheint sich nicht so positiv auszuwirken. In Kombination mit 
einer Trocknung verbessert sich das Ergebnis zwar auf 12 %, ist aber geringer 
als wenn die Trocknung mit einer Argonatmosphäre kombiniert wurde (Abbildung 
4.18, c.p. Ti (l,g) 2TT,Glovebox, EtOH Vergleich 2TT, Glovebox, EtOH Atm). Auf 
den c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen wurde der Nutzen einer Ethanolatmosphäre 
gegenüber keiner Ethanolatmosphäre verglichen. Hier zeigte sich ein Nutzen vor 
allem bei der Verminderung der Standardabweichung. Um später einen 
reproduzierbaren Prozess zu gewährleisten, ist es wichtig, eine geringe 
Standardabweichung der Belegungsdichten zu erzielen [10]. Auf den TiAl6V4 
(s;g) Oberflächen zeigte eine Verpackung der Proben in der Glovebox keine 
Verbesserung des Schutzes der Ankerstränge. Allerdings war die Standard-
   
Abbildung 4.18 Darstellung des Anteils intakter Ankerstränge in Prozent nach der 
Sterilisierung (25 kGy) auf c.p. Ti (l;g) (ec. P.: 7 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) , c.p. Ti (3,1s;g) 
(ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) und TiAl6V4 (s;g) (ec. P.: 23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) 
Proben mit Ethanol (EtOH) oder Ethanolatmosphäre (EtOH Atm) mit (2 Tage über 
Phosphorpentoxid) oder ohne Trocknung und mit oder ohne Argon, n = 6 
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abweichung viel höher. Zusammenfassend konnten mit der Strategie: zwei Tage 
Trocknung über Phosphorpentoxid und Verpackung in der Glovebox in eine 
Ethanolatmosphäre die besten Schutzeffekte und reproduzierbaren Ergebnisse 
erzielt werden. Deshalb wurde im Folgenden diese Strategie mit weiteren 
Radikalfängern kombiniert.  
 
4.3.2 Einfluss von Opfersträngen auf den Funktionserhalt des 
Immobilisierungssystems 
Um eine weitere Verbesserung neben Trocknung und Ethanolatmosphäre zu 
erzielen, wurden Opferstränge verwendet. Um die Wirkung der Opferstränge zu 
charakterisieren, wurden verschiedene Konzentrationen, Sequenzen und Zu-
gabestrategien der Opferstränge untersucht. 
4.3.2.1 AS1_2H als Opferstränge 
Zunächst wurde der Umstand genutzt, dass nicht alle adsorbierten Ankerstränge 
in die Oxidschicht eingebaut werden. Es gibt immer einen Anteil, der auf der 
Oberfläche nicht integriert verbleibt. Die Nutzung dieser Stränge als Opferstränge 
bedeutete eine Änderung im Immobilisierungsprozess, auf die Entfernung der 
Stränge nach der Immobilisierung wird verzichtet.  
Voruntersuchungen  
Beim Verzicht auf die Desorption kann es zu negativen Einflüssen auf die 
Hybridisierung kommen, da zu viele nicht eingebaute Ankerstränge eine 
Konkurrenz darstellen könnten. Diese nicht eingebauten Ankerstränge könnten 
die Gegenstränge mit den bioaktiven Molekülen wegfangen. Aus diesem Grund 
wurde untersucht, ob der Desorptionsschritt weggelassen werden kann. Es kann 
davon ausgegangen werden, dass ca. 3 pmol/cm2 von 5‘- markierten Anker-
strängen und 4,5 pmol/cm2 von 3‘-markierten Ankersträngen nicht integriert auf 
der Oberfläche verbleiben (Abbildung 4.19, Differenz des Zustandes ohne 
Hybridisierung, ohne Desorption und des Zustandes mit Hybridisierung, mit 
Desorption). Durch die anodische Polarisation können die zusätzlichen Stränge 
theoretisch in Fragmenten vorliegen, wofür auch der tendenziell höhere 3‘-Anteil 
spricht. Eine Mehrfachnutzung einer Ankerstranglösung zeigte eine schlechtere 
Integration von hybridisierungsfähigen Ankersträngen [35]. 
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Bei den Untersuchungen der 3‘- und 5‘-Ankerstrangbelegungen, ohne Entfernung 
der auf der Oberfläche verbliebenen Ankerstränge nach der Immobilisierung 
(ohne Desorption), zeigte sich eine höhere Belegungsdichte, wenn ebenfalls auf 
eine Hybridisierung mit Gegensträngen verzichtet wurde (Abbildung 4.19). Vor 
allem die 3‘-Belegung ist sehr hoch (9,2 ± 1,3 pmol/cm2). Allerdings ist der 
Unterschied nach der Hybridisierung (ohne Desorption und mit Hybridisierung, 
5,6 ± 0,6 pmol/cm2) im Vergleich zu Proben, die desorbiert und hybridisiert 
wurden, nur noch gering (4 ± 0,1 pmol/cm2). 
 
Um auszuschließen, dass dieser minimale Unterschied keinen negativen Effekt 
auf die Hybridisierung mit Gegensträngen hat, wurden mit Ankersträngen 
modifizierte Proben eine Stunde mit markierten Gegensträngen in PBS 
hybridisiert (Abbildung 4.20). Die Belegungsdichte mit Gegensträngen betrug mit 
oder ohne Desorption ca. 7 pmol/cm2. Die Entfernung der Ankerstränge vor der 
Hybridisierung ist demnach nicht notwendig. 
 
Abbildung 4.19 Vergleich der Belegungsdichte von 5‘-und 3‘-markierten Ankerstränge 
auf c.p. Ti (3,1s;g) Proben (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) ohne und mit Hybridisierung 
(unmarkierter Gegenstrang), sowie ohne und mit Desorption; n = 4 
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Weiterhin wurde festgestellt, dass bei Proben, wenn sie nach der Entfernung der 
Stränge im Abzug gelagert wurden, bereits nach einem Tag eine deutliche 
Verringerung der Belegungsdichte auf 3,4 pmol/cm2 detektiert wurde 
(Abbildung 4.20).  
 
Nutzung von nicht eingebauten Ankersträngen als Opferstränge  
Da sich die zusätzlichen Stränge nicht negativ auf die Hybridisierung mit 
Gegensträngen auswirkten, wurde untersucht, ob die Opferstränge bei der 
Sterilisierung einen Schutz vor Zerstörung der Ankerstränge durch ionisierende 
Strahlung bieten. Die nicht integrierten Ankerstränge wurden mit der Trocknung 
und Verpackung der Proben in der Glovebox in eine Ethanolatmosphäre 
kombiniert (Abbildung 4.21). Bis zu 70 % der Stränge waren nach der 
Sterilisierung noch auf c.p. Ti (3,1s;g) und TiAl6V4 (s;g) Oberflächen 
hybridisierungsfähig. Wenn auf die Ethanolatmosphäre verzichtet wurde, konnte 
tendenziell weniger hybridisierungsfähiger Ankerstrang nachgewiesen werden 
 
Abbildung 4.20 Vergleich der Belegungsdichte mit hybridisierungsfähigen Ankersträngen 
auf c.p. Ti (3,1s;g) Proben (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) ohne oder mit Trocknung (ein 
Tag), sowie ohne oder mit Desorption; n(GS) = 5, n(NS) = 1 
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(48 ± 32%) mit einer sehr hohen Standardabweichung auf den c.p. Ti (3,1s;g) 
Oberflächen (Abbildung 4.21). Hier zeigte sich wieder der positive Einfluss der 
Ethanolatmosphäre. [118] 
Auf den TiAl6V4 (s;g) Oberflächen wurde zusätzlich der Erhalt der 
Hybridisierungsfähigkeit der integrierten Ankerstränge ohne Trocknung und 
Glovebox untersucht. Die Proben wurden im Labor bei Raumtemperatur und 
unter Lichtausschluss getrocknet und dann in einem Schnappdeckglas in eine 
Duranflasche mit 1 ml Ethanol gegeben. Hier konnten immer noch 32 ± 20 % der 
Ankerstränge durch die Opferstränge geschützt werden (Abbildung 4.21, 
Labortrocknung). 
Weiterhin wurde untersucht, ob es möglich ist, die Verpackung von Glovebox auf 
Glovebag zu verändern, da der Glovebag viel kostengünstiger als die Glovebox 
ist. In der Glovebox befindet sich eine wasserfreie Argonatmosphäre, im 
   
Abbildung 4.21 Vergleich des Anteils der hybridisierungsfähigen Ankerstränge in 
Prozent nach der Sterilisierung (25 kGy), mit AS1_2H-Strängen als Opfersträngen, auf 
TiAl6V4 (s;g) Proben (ec. P.: 23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) und c.p. Ti (3,1s;g) Proben (ec. 
P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl), Trocknung zwei Tage über PPO und Verpackung in 
Glovebox mit und ohne Ethanolatmosphäre; oder Labortrocknung und verpackt in 
Ethanolatmosphäre; n = 6 
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Gegensatz zum Glovebag, dort ist das Argon nicht wasserfrei und hat einen 
geringeren Reinheitsgrad. Dies macht einen späteren Verpackungsprozess 
kostengünstiger. Im Glovebag kann nicht sichergestellt werden, dass die Proben 
beim Verpacken wasserfrei bleiben. Es zeigten sich hier leider widersprüchliche 
Ergebnisse. Ein Sterilisationsversuch war erfolgreich, allerdings zeigten darauf-
folgende Versuche keine Wiederholung des ersten Ergebnisses (Abbildung 4.22). 
Der Anteil hybridisierungsfähiger Ankerstränge sinkt bei den folgenden 
Wiederholungen auf 30 – 40 % und bestätigt den sehr hohen Anteil (75 %) des 
ersten Versuches nicht. 
Ein kritischer Punkt scheint hier die Verpackung zu sein. Bei den späteren 
Versuchen war wegen der Menge an Proben eine schnelle Verpackung nicht 
möglich. Dadurch, dass das genutzte Argon im Glovebag nicht wasserfrei ist, 
sorgt dies für einen höheren Wassergehalt auf den Proben, wodurch eine höhere 
Schädigung der Ankerstränge auftreten könnte. 
Zusätzliche Gabe von AS1_2H-Opfersträngen  
Im nächsten Schritt wurden zu den sich auf der Oberfläche befindenden nicht 
integrierten AS1_2H-Opfersträngen zusätzliche AS1_2H-Opferstränge 
    
Abbildung 4.22 Vergleich des Anteils hybridisierungsfähiger Ankerstränge in Prozent 
nach der Sterilisierung (25 kG), zwei Tage Trocknung (2TT) über PPO in Glovebox oder 
Glovebag verpackt ohne Ethanolatmosphäre auf TiAl6V4 (s;g) Proben (ec. P.: 23 
mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl); n = 8 
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aufgebracht. Dazu wurden zusätzliche Ankerstränge (50 µl, 800 nM pro Probe) 
auf die Oberflächen mit integrierten Ankersträngen aufgebracht. Damit befanden 
sich zusätzlich 28 pmol/cm2 nicht integrierter Ankerstänge auf der Probe. Mit den 
bereits auf der Oberfläche vorhandenen 4,5 - 7,5 pmol/cm2 sind das 32,5 -
 35,5 pmol/cm2 Opferstränge. Da sich durch die Zugabe von zusätzlichen 
AS1_2H-Strängen sehr viele nicht verankerte AS1_2H-Stränge auf der Probe 
befinden, könnte dies die Hybridisierung stören. Um dies festzustellen, wurde ein 
Teil der Proben nach der Sterilisierung desorbiert. Für alle untersuchten 
Zustände wurden die Proben vor der Sterilisierung zwei Tage über 
Phosphorpentoxid getrocknet und in der Glovebox in eine Ethanolatmosphäre 
verpackt. Wenn eine extra Adsorption nach der Integration der Ankerstränge 
stattfand, zeigt sich ein deutlicher Einfluss der nicht integrierten Ankerstränge, 
wenn diese nicht vor der Hybridisierung entfernt werden (ohne Desorption). Die 
Belegungsdichte mit Gegensträngen war gleich und lag bei 1 pmol/cm2 vor und 
nach der Sterilisierung (Abbildung 4.23). Dies ist auf die Konkurrenz der 
zusätzlichen Ankerstränge zurückzuführen. Selbst die Zerstörung der 
zusätzlichen Stränge durch die Sterilisierung scheint nicht auszureichen, um 
diesen Effekt zu vermindern.  
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Wenn die zusätzlichen Stränge (mit extra Adsorption) vor der Hybridisierung mit 
Gegensträngen entfernt werden (mit Desorption), wird wieder eine 
Belegungsdichte von 4 – 5 pmol/cm2 erreicht (Abbildung 4.23). Des Weiteren 
konnte keine Erhöhung der Belegungsdichte durch die zusätzlichen Stränge 
festgestellt werden. Die absolute Belegungsdichte zeigte sich zwar als leicht 
höher, aber da eine stärkere Schädigung bei der Sterilisierung zu sehen ist, 
weichen die Belegungsdichten nach der Sterilisierung nicht voneinander ab.  
Nachfolgend wurde untersucht, ob die Zugabe von AS1_2H-Strängen die 
Verwendung eines Glovebag als Verpackungsort ermöglicht (Abbildung 4.24). 
  
Abbildung 4.23 Belegungsdichte hybridisierungsfähiger Ankerstränge auf TiAl6V4 (s;g) 
Proben (ec. P.: 23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) mit und ohne Gammasterilisierung (25 kGy), 
ohne oder mit zusätzlicher Gabe von AS1_2H Strang, zwei Tage Trocknung über PPO 
und verpackt in der Glovebox und desorbiert nach der Sterilisierung, n(GS) = 5, n(NS) = 
1; über den Balken: Angabe des Anteils hybridisierungsfähiger Ankerstränge in %  
0
1
2
3
4
5
6
Unsterilisiert Sterilisiert Unsterilisiert Sterilisiert Unsterilisiert Sterilisiert
ohne extra Adsorption ohne
Desorption
mit extra Adsorption
AS1_2H ohne Desorption
mit extra Adsorption
AS1_2H mit Desorption
Glovebox
B
el
eg
un
gs
di
ch
te
 in
 p
m
ol
/c
m
2
GS1*
NS1*
99±40%
152±137%
86±36%
Experimentelle Ergebnisse 
79 
 
Da eine höhere Konzentration an Opfersträngen auf der Oberfläche vorliegt, 
könnte dies den negativen Effekt der nicht so reinen Argonatmosphäre und einen 
Verzicht auf eine Ethanolatmosphäre ausgleichen. Weiterhin wurde die 
Möglichkeit einer Trocknung und Verpackung an Luft in Kombination mit den 
Opfersträngen untersucht. Alle nicht integrierten Ankerstränge wurden vor der 
Hybridisierung (aber nach der Sterilisierung) von den Proben entfernt, um deren 
Konkurrenz auszuschließen. Ohne eine extra Adsorption waren nur noch 
1,4 ± 1 pmol/cm2 hybridisierungsfähig von 5,2 ± 0,7 pmol/cm2 (26 %) der 
Referenzbelegungsdichte (unsterilisiert), wenn vor der Sterilisierung zwei Tage 
über Phosphorpentoxid getrocknet und die Proben im Glovebag verpackt wurden 
(Abbildung 4.24). Mit der extra Adsorption stieg dieser Anteil auf 80 % (sterilisiert 
5 ± 0,8 pmol/cm2/ unsterilisiert 6 ± 1 pmol/cm2). Es war damit eine Verpackung im 
  
Abbildung 4.24 Belegungsdichte von AS1_2H Strang auf TiAl6V4 (s;g) Proben (ec. P.: 
23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) verpackt im Glovebag (zwei Tage Trocknung über PPO, 
Verpackung: einschweißen in den Govebag) oder Labor (Proben zwei Tage im Labor 
getrocknet, Verpackung: eingeschweißt ohne Schutzgasatmosphäre), n(GS)  =  4; n(NS)  
=  2; über den Balken: Angabe des Anteils hybridisierungsfähiger Ankerstränge in %  
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Glovebag möglich, wenn eine Opferstrangbelegungsdichte (AS1_2H) von 32,5 -
 35,5 pmol/cm2 auf der Probe besteht.  
Wenn die Proben an Luft getrocknet und verpackt wurden, konnte sogar ohne 
zusätzliche Ankerstränge ein Anteil hybridisierungsfähiger Ankerstränge von 
60 % (sterilisiert 2,4 ± 1 pmol/cm2/ unsterilisiert 4,1 ± 0,9 pmol/cm2) erreicht 
werden (Abbildung 4.24). Dieser Anteil liegt deutlich über dem Ergebnis, dass 
nach einer Trocknung über Phosphorpentoxid und Verpackung im Glovebag 
erzielt wurde. Auch bei der Trocknung und Verpackung an Luft zeigt die extra 
Adsorption tendenziell eine höhere Schutzfunktion. Von 6 ± 1 pmol/cm2 sind nach 
der Sterilisierung noch 3,3 ± 0,9 pmol/cm2 hybridisierungsfähig. Die 
Belegungsdichte ist etwas höher für die Referenz und den sterilisierten Wert, als 
wenn keine extra Adsorption stattfand. Somit werden auch hier nur 60 % der 
hybridisierungsfähigen Ankerstränge geschützt (Abbildung 4.24, mit extra 
Adsorption, Lufttrocknung). Die Belegungsdichte der nicht sterilisierten Proben 
lag bei der Verpackung im Glovebag bei 5 – 6 pmol/cm2 und bei den 
luftgetrockneten Proben bei 4 - 5,5 pmol/cm2. Dies bedeutet, dass die 
Verpackung in der nicht wasserfreien Argonatmosphäre keine zusätzliche 
Schädigung bedeutet. Das beste Ergebnis wurde für die sterilisierten Proben 
erzielt, die eine extra Zugabe von Opfersträngen auf der Oberfläche hatten und 
zwei Tage über PPO getrocknet in dem Glovebag verpackt wurden (Abbildung 
4.24). 
4.3.2.2 Untersuchung von Opfersträngen mit unterschiedlichen Sequenzen 
Untersuchung des OS1 als Opferstrang  
Die Ergebnisse mit der Zugabe von AS1_2H-Strängen waren sehr erfolg-
versprechend. Allerdings ist die zusätzliche Entfernung der nicht integrierten 
Ankerstränge vor der Hybridisierung hinderlich für eine spätere klinische 
Anwendung. Deshalb wurden Opferstränge mit einer Basensequenz, 
verschieden vom AS1_2H-Strang, sowie der Einfluss eines hohen 
Guaningehaltes untersucht. Zunächst wurden OS1-Stränge, die einen höheren 
Guaningehalt besitzen, untersucht. Der OS1 entspricht dem AS4_1H_G-Strang. 
Guanin hat das geringste Ionisierungspotential und sollte demzufolge sensitiver 
gegenüber Radikalangriffen sein [117]. Die OS1-Stränge sollten demnach mit 
einer höheren Wahrscheinlichkeit ionisiert und anstatt der integrierten 
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Ankerstränge geschädigt werden. Die OS1-Stränge zeigten Wechselwirkungen 
mit den integrierten Ankersträngen, deshalb konnte auf eine Desorption vor der 
Hybridisierung nicht verzichtet werden. Diese wurde nach der Sterilisierung, aber 
vor der Hybridisierung, durchgeführt. Die überschüssigen Stränge mussten in 
Wasser entfernt werden, da, wenn PBS zugegeben wurde, eine Wechselwirkung 
zwischen den eingebauten AS1_2H und den freien OS1 auftrat. 
Bei der Präparation der Proben wurde wieder auf eine Desorption der nicht 
eingebauten Ankerstränge nach der Immobilisierung verzichtet (Abbildung 4.25). 
Dadurch liegen wieder 4,5 - 7,5 pmol/cm2 nicht eingebaute AS1_2H-Stränge auf 
der Oberfläche vor. Zusätzlich wurden 28 pmol/cm2 OS1-Opferstrang auf die 
Oberfläche gegeben. Wenn OS1 als Opferstrang verwendet wurde, waren noch 
4,7 ± 1,8 pmol/cm2 (77 %) der Ankerstränge nach der Sterilisierung 
hybridisierungsfähig von den 6,1 ± 0,8 pmol/cm2 (unsterilisiert), die auf der 
  
Abbildung 4.25 Belegungsdichte von hybridisierungsfähigen Ankersträngen (zwei Tage 
Trocknung über PPO und verpackt in der Glovebox) auf TiAl6V4 (s;g) Proben (ec. P. 
23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) mit Desorption nach der Sterilisierung, mit zusätzlicher 
Gabe von AS1_2H- oder OS1-Strängen; n(GS) = 5, n(NS) = 1; über den Balken: Angabe 
des Anteils hybridisierungsfähiger Ankerstränge in % 
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
Unsterilisiert Sterilisiert Unsterilisiert Sterilisiert
mit extra Adsorption AS1_2H mit
Desorption
mit extra Adsorption OS1 mit
Desorption
Glovebox
B
el
eg
un
gs
di
ch
te
 in
 p
m
ol
/c
m
2
GS1*
NS1*
82±46%
77±32%
Experimentelle Ergebnisse 
 
82 
 
Referenz detektiert wurden (Abbildung 4.25). Damit zeigen die OS1-Stränge den 
gleichen Schutzeffekt wie die AS1_2H-Stränge (sterilisiert 5,5 ± 2,4 pmol/cm2/ 
unsterilisiert 6,7 ± 2,3 pmol/cm2; Abbildung 4.25) von ca. 82 % der 
hybridisierungsfähigen Ankerstränge. Es scheint keinen Effekt durch den 
höheren Guaningehalt des OS1 zu geben. Da die OS1-Stränge den Nachteil 
haben, mit den eingebauten Ankersträngen zu hybridisieren, wurde auf weitere 
Untersuchungen dazu verzichtet. 
 
Untersuchung des OS2 und OS3 als Opferstrang  
Als nächstes wurden OS2- und OS3-Stränge als Opferstränge untersucht. Der 
OS2-Strang entspricht dem NS1-Strang und der OS3-Strang wurde neu designt. 
Beide Stränge weisen geringere Wechselwirkungen zum Ankerstrang und zum 
Gegenstrang auf (siehe Tabelle 3.6) und sollten eine Hybridisierung nicht 
beeinflussen. Bei der Probenpräparation wurde wieder auf eine Desorption der 
nicht eingebauten Ankerstränge nach der Immobilisierung verzichtet. Dadurch 
liegen 4,5 - 7,5 pmol/cm2 nicht eingebaute AS1_2H-Stränge und 28 pmol/cm2 
OS2-Opferstrang oder OS3-Opferstränge auf der Oberfläche vor. Die Proben 
wurden nach der Immobilisierung im Labor getrocknet und verpackt. Die Proben 
wurden nach der Sterilisierung nicht desorbiert, sondern sofort hybridisiert. Die 
Ergebnisse zu allen drei untersuchten Zuständen (extra Zugabe OS3, extra 
Zugabe OS2, keine extra Zugabe) zeigen eine höhere Belegungsdichte für die 
sterilisierten Proben als für die unsterilisierten Proben (Abbildung 4.26). Es zeigte 
sich, dass bei den c.p. Ti (3,1s;g) Proben die Prozessänderung, um die 
zusätzlichen Stränge aufzubringen, zu einer Akkumulierung von zu vielen losen 
Ankersträngen auf der Probe führte. Dadurch erfolgte bereits bei den Proben 
ohne zusätzliche Zugabe eine niedrigere Belegung bei unsterilisierten Proben als 
bei den sterilisierten Proben. 
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Dieser Zustand wurde bei den TiAl6V4 (s;g) Proben erst durch Zugabe des 
AS1_2H erzielt. Allerdings erreichen die c.p. Ti (3,1s;g) Proben höhere 
Belegungsdichten, wodurch der Überschuss an zugegebenem Gegensträngen 
niedriger als bei den TiAl6V4 (s;g) Proben war (Abbildung 4.26). Anhand der 
erhaltenen Daten lassen sich keine Schlüsse auf den Schutz von OS3 und OS2 
ziehen. Es lässt sich nicht genau bestimmen, wie groß die Behinderung der 
Gegenstränge durch die zusätzlichen Stränge ist. Es zeigt sich lediglich, dass bei 
der Sterilisierung einige der Opferstränge zerstört werden, da die Behinderung 
durch die Opferstränge nach der Sterilisierung abnimmt. Die höchste 
Belegungsdichte von 6 pmol/cm2 ist für den Zustand ohne extra Zugabe, 
sterilisierte Probe festzustellen. Dies kommt aber wahrscheinlich durch die 
kleinere Anzahl an Opfersträngen zustande. Es zeigte sich hier, dass nicht auf 
eine Desorption nach der Sterilisierung verzichtet werden kann. Da dies aber 
eine essentielle Bedingung darstellt, wurde ein neuer Ansatz verfolgt.  
  
Abbildung 4.26 Belegungsdichte von hybridisierungsfähigen Ankersträngen ohne oder 
mit extra zugegebenen Opferstrang (OS2 oder OS3), zwei Tage Trocknung über PPO im 
Glovebag verpackt oder Labortrocknung und Verpackung mit oder ohne Sterilisierung 
(c.p. Ti (s,g) Probe (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl)); über den Balken: Angabe des 
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Weiterführende Untersuchungen zum OS3 als Opferstrang  
Es wurde die Schutzwirkung, die allein von den OS3-Strängen ausgeht, 
untersucht. Zunächst wurde untersucht, wie sehr die Zugabe von OS3-Strängen 
die Hybridisierung stört (Abbildung 4.27). Wenn die nicht integrierten 
Ankerstränge vor der Zugabe von OS3-Strängen nicht entfernt wurden, zeigte 
sich nur eine Belegungsdichte mit Gegensträngen von 2 pmol/cm2 (Abbildung 
4.27).  
Wenn die nicht integrierten Ankerstränge vor der Zugabe mit OS3-Strängen 
entfernt wurden, konnte eine Belegungsdichte von 8 pmol/cm2 erzielt werden, 
welche durch die zusätzliche Entfernung der OS3-Stränge vor der Hybridisierung 
auf 14 pmol/cm2 erhöht wurde. Eine Behinderung der Hybridisierung konnte 
demnach deutlich reduziert werden, wenn die nicht integrierten AS1_2H-Stränge 
entfernt wurden und nur die OS3-Stränge als Opferstränge auf den modifizierten 
Proben vorliegen (Abbildung 4.27). Diese bilden zwar immer noch eine gewisse 
Hinderung, aber in einem akzeptablen Bereich. Zusätzlich sollte theoretisch 
durch die Sterilisierung ein erheblicher Teil der OS3-Stränge zerstört werden, 
 
Abbildung 4.27 Belegungsdichte hybridisierungsfähiger Ankerstränge auf c.p. Ti (s,g) 
Proben (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) (nicht sterilisierter) mit zusätzlicher Gabe von 
OS3-Strängen, mit oder ohne Desorption nach der Immobilisierung, sowie mit oder 
ohne Desorption vor der Hybridisierung; n(GS) = 5, n(NS) = 1 
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wodurch die Beeinflussung der Hybridisierung der eingebauten Ankerstränge 
weiter zurückgehen sollte.  
Als nächstes wurde die Schutzwirkung der OS3-Stränge bei der Sterilisierung 
untersucht. Dazu wurden die nicht eingebauten Ankerstränge nach der 
anodischen Polarisation entfernt und danach erst die OS3-Stränge zugegeben. 
Hiermit konnte sichergestellt werden, dass, wenn es zu einer Schutzwirkung 
kommt, diese ausschließlich von den OS3-Strängen hervorgerufen wird. Danach 
wurden die c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen entweder an Luft getrocknet und verpackt 
oder über Phosphorpentoxid getrocknet und im Glovebag verpackt. Um einen 
akkuraten Referenzwert zu erhalten, wurden bei den Referenzen die OS3-
Stränge vor der Hybridisierung entfernt. 
Die Ergebnisse in Abbildung 4.28 zeigen, dass bei beiden Zuständen nur ein 
geringer Erhalt der hybridisierungsfähigen Ankerstränge möglich war. Die 
Belegungsdichte mit Gegensträngen liegt bei 3 ± 1 pmol/cm2 für die Trocknung 
über Phosphorpentoxid und Verpackung im Glovebag und 1,5 ± 0,6 pmol/cm2 für 
die Lufttrocknung und Verpackung. Wenn die AS1_2H-Stränge zum Einsatz 
kamen war ein Erhalt um 80 % (Trocknung Phosphorpentoxid, Verpackung 
Glovebag) bzw. 60 % (Verpackung und Trocknung unter Luft) der hybridi-
sierungsfähigen Ankerstränge möglich (Abbildung 4.24). Demnach war die 
Schutzwirkung der OS3-Stränge nicht so hoch wie durch die AS1_2H-Stränge. 
Mögliche Gründe hierfür könnte die Konzentration, Länge oder zusätzliche 
Desorption sein. 
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4.3.3 Langzeitstabilität von immobilisierten Ankersträngen 
Um eine spätere Überführung des Immobilisierungssystems in die klinische 
Praxis zu realisieren, muss sichergestellt sein, dass die Belegungsdichte der 
hybridisierungsfähigen Ankerstränge durch eine längere Lagerung nicht 
beeinflusst wird. Die Proben wurden dazu nach der Sterilisierung für einen Monat 
sowie drei Monate im Labor in der Verpackung bei Raumtemperatur und unter 
Ausschluss von Licht gelagert. Es zeigt sich deutlich, dass eine Lagerung bei 
gleichbleibender Qualität der Ankerstränge auf TiAl6V4 (s;g) Proben möglich ist 
(Abbildung 4.29). Es blieben über drei Monate ca. 65 % der hybridisierungs-
fähigen Ankerstränge intakt. 
  
Abbildung 4.28 Belegungsdichte hybridisierungsfähiger Ankerstränge auf c.p. Ti (s,g) 
Proben (ec. P.: 14 mA/cm2 bis 8 VAg/AgCl) mit oder ohne Sterilisierung, Proben mit 
Desorption und zusätzlicher Gabe von OS3, Vergleich von Verpackung im Glovebag 
(zwei Tage Trocknung über PPO) oder Labortrocknung und Verpackung, nicht 
sterilisierten Proben mit Desorption; n(GS) = 8, n(NS) = 1; über den Balken: Angabe des 
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Bei den c.p. Ti (3,1s;g) Proben zeigte sich dasselbe Ergebnis (nicht dargestellt). 
Wenn sichergestellt ist, dass die Proben in einer Argonatmosphäre trocken 
aufbewahrt werden, kann eine Lagerung über mindestens drei Monate 
gewährleistet werden. 
4.3.4 Sterilitätsuntersuchung  
Alle eingesetzten Maßnahmen, die Ankerstränge zu schützen, könnten sich 
kontraproduktiv auf die Sterilität der Proben auswirken, indem neben den 
integrierten Ankersträngen auch Pilze und Bakterien durch die Trocknung, 
Argonatmosphäre und zusätzliche Ankerstränge geschützt werden. Um dies 
auszuschließen, wurde eine Untersuchung der Sterilität der Proben mit 
Pseudomonas putida ATCC 17390 durchgeführt. Dazu wurden die c.p. Ti (3,1s;g) 
und TiAl6V4 (s;g) Oberflächen nach der Integration der Ankerstränge über 
Phosphorpentoxid getrocknet und im Glovebag vor der Verpackung wurden die 
Bakterien (50 µl pro Probe; 5*108 CFU/ml) auf die Oberfläche gegeben. Nach der 
Trocknung der Proben wurden diese verpackt. Nach der Sterilisierung wurden die 
Proben 12 Stunden mit Medium inkubiert und danach die Bakterienzahl 
 
Abbildung 4.29 Anteil hybridisierungsfähiger Ankerstränge in Prozent auf TiAl6V4 (s;g) 
Proben (ec. P. 23 mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl) nach der Sterilisierung, (zwei Tage 
Trocknung über PPO, Verpackt in Glovebox, mit Ethanolatmosphäre), Lagerung der 
Proben für ein oder drei Monate nach der Sterilisierung; n(GS) = 8, n(NS) = 1 
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bestimmt. Dazu wurde die optische Dichte der HNB-Lösung und die 
koloniebildende Einheit der ausplattierten Lösung bestimmt. 
Es zeigte sich, dass die Bakterien (25*106 CFU), die auf die modifizierten c.p. Ti 
(s,g) Oberflächen vor der Sterilisierung aufgebracht wurden, zerstört wurden. 
Sowohl die CFU als auch die optische Dichte sind nach der Sterilisierung 0. 
(Tabelle 4.2 und Tabelle 4.3).  
Auf den TiAl6V4 (s,g) Proben befanden sich nach der Sterilisierung noch rund 
26,66 CFU/ml und die optische Dichte zeigte einen Wert kleiner als 0,02. 
Demnach wurde auch auf den TiAl6V4 (s,g) Oberflächen über 99,97 % der 
Bakterien zerstört. Damit zeigte sich, dass die Trocknung, die zusätzlichen 
Ankerstränge und die Argonatmosphäre nur die Ankerstränge schützen. Der 
Effekt der Gammasterilisierung auf Pseudomonas putida ATCC 17390 wurde 
nicht vermindert. 
TiAl6V4 (s;g) c.p. Ti (3,1s;g) 
OD 600 nm 
0,002 -0,001 
0,002 0,001 
0,016 -0,001 
Tabelle 4.3 Optische Dichte der HNB-Lösungen nach Spülen der Plättchen 
TiAl6V4 (s;g) c.p. Ti (3,1s;g) 
CFU/ml 
10 0 
20 0 
50 0 
MW: 26,66  
Tabelle 4.2 Koloniebildende Einheit (CFU) der ausplattierten HNB-Lösung 
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4.4 Biologische Aktivität des Immobilisierungssystems 
Der erste Schritt um die Effektivität des Immobilisierungssystems zu 
untersuchen, sind Zellkulturversuche. Alle Untersuchungen dazu wurden in der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schliephake an der Universitätsmedizin Göttingen, 
Abteilung für Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie durchgeführt. 
Dazu wurden die zwei Wachstumsfaktoren BMP-2 und VEGF über das 
Immobilisierungssystem an c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen gebunden und in 
Zellstudien charakterisiert. Die Oberflächen mit Ankerstrangbeschichtung hatten 
eine Belegung von 8 ± 2 pmol/cm2. Für die BMP-2-Konjugate wurde die 
 
Abbildung 4.30 a)-c) Fluoreszenzbilder der fokalen Adhäsionspunkte von hMSCs nach 
24 h auf a) Oberflächen ohne Ankerstrangbeschichtung (SAE), b) Oberflächen mit 
Ankerstrangbeschichtung und adsorbiertem BMP-2 (SAE + BMP-2), c) Oberflächen mit 
Ankerstrangbeschichtung und hybridisiertem BMP-2-Konjugat (SAE + ODN + BMP-2) d) 
Quantitative Auswertung der fokalen Adhäsionspunkte, für den Zustand für den 
Zeitpunkt: 28 Tage; der Zeitpunkt für die Oberflächen mit Ankerstrangbeschichtung und 
adsorbiertem BMP-2 (SAE + BMP-2) konnte durch einen Fehler bei der Präparation nicht 
bestimmt werden. (aus [148], abgebildet mit freundlicher Erlaubnis von Biomaterials) 
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Ausbildung fokaler Adhäsionspunkte für hMSC bestimmt. Hierbei zeigten hMSC, 
die auf c.p. Ti (s,g) Oberflächen ohne Ankerstrangbeschichtung oder 
Wachstumsfaktoren (SAE) kultiviert wurden, hauptsächlich Fibroblasten ähnliche 
Zellen mit reduzierten Aktinfilamenten (Abbildung 4.30 a). Demgegenüber ist auf 
den c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen mit Ankerstrangbeschichtung und BMP-2 ( SAE 
+ BMP-2) oder hybridisiertem konjugiertem BMP-2 (SAE + ODN + BMP-2) eine 
polygonale Form der hMSC zu sehen und stärker ausgebildete Aktinfilamente 
(Abbildung 4.30 b und c). [114] 
Für VEGF, über das Immobiisierungssystem angebunden, wurde die Proliferation 
von HUVEC Zellen herangezogen, da diese durch VEGF stimuliert wird 
(Abbildung 4.31). Während vier Wochen der Kultivierung proliferierten die 
HUVEC von 30,000 Zellen im Durchschnitt auf 69,895 und 93,432 Zellen auf der 
c.p. Ti (3,1s;g) Oberfläche ohne Ankerstrangbeschichtung (SAE) sowie der c.p. 
Ti (3,1s;g) Oberfläche ohne Ankerstrangbeschichtung und adsorbiertem nicht-
konjugiertem VEGF. [91] 
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Oberflächen mit Ankerstrangbeschichtung und adsorbiertem nichtkonjugiertem 
VEGF zeigten einen Anstieg der Proliferation auf 83,353 Zellen. Nur auf der c.p. 
Ti (3,1s;g) Oberfläche mit Ankerstrangbeschichtung und hybridisiertem 
konjugiertem VEGF (SAE + ODN + conj.VEGF) proliferierten die HUVEC zu einer 
Zellzahl von 177.192 über die vier Wochen. [91]  
Nach den positiven Befunden der in vitro Experimente wurde im nächsten Schritt 
die biologische Aktivität in einer in vivo Studie untersucht. Die Tierversuche 
wurden an einem osteoporotischen Rattenmodell ausgeführt, um eine 
Evaluierung der Einheilung in einer Nicht-Standardsituation zu ermöglichen, da 
das Immobilisierungssystem vor allem für solche Anwendungen entwickelt 
wurde.  
Abbildung 4.31 Proliferation von humanen Nabelvenen-Endothel-Zellen (HUVEC) auf 1) 
Oberflächen ohne Ankerstrangbeschichtung (SAE), 2) Oberflächen ohne 
Ankerstrangbeschichtung und adsorbiertem VEGF (SAE + VEGF) 3) Oberflächen mit 
Ankerstrangbeschichtung und adsorbiertem VEGF (SAE + ODN + VEGF), 4) 
Oberflächen mit Ankerstrangbeschichtung und hybridisiertem BMP-2-Konjugat 
(SAE + ODN + conj. VEGF), (aus [71], abgebildet mit freundlicher Erlaubnis vom 
European Cells & Materials Journal, www.ecmjournal.org); n = 3 
Experimentelle Ergebnisse 
92 
 
Die Implantate (TiAl6V4 (s;g)) für die Tierexperimente wurden vor der 
Implantation gammasterilisiert und hatten eine Belegungsdichte von 8 ± 1,8 
pmol/cm2. Die Durchführung der Tierexperimente erfolgte in der Arbeitsgruppe 
von Prof. Dr. Brenner am Universitätsklinikum Ulm, Klinik für Orthopädie in der 
Sektion Biochemie der Gelenks- und Bindegewebserkrankungen. Vor dem 
Einsetzten der Implantate in die proximale Tibiametaphyse von osteoporotischen 
Ratten wurden die Implantate mit dem VEGF- oder BMP-2-Konjugat hybridisiert. 
Als Referenz wurden geätzte Implantate und Implantate mit integrierten 
Ankersträngen (AS-beschichtet) gewählt. An den Implantaten wurden nach vier 
Wochen und 12 Wochen Auszugsversuche durchgeführt (Abbildung 4.32). 
 
Diese biomechanische Untersuchung soll die Güte des Knochen-Implantat-
Kontaktes in den zwei Heilungsphasen aufzeigen. In beiden Phasen wies das 
Immobilisierungssystem, hybridisiert mit bioaktiven Molekülen, deutliche positive 
Effekte auf. In der frühen Heilungsphase zeigte das VEGF, immobilisiert durch 
das ODN-System, eine signifikante Verbesserung des Knochen-Implantat-
Kontaktes. Es wurde eine größere Auszugskraft benötigt, um das Implantat aus 
 
Abbildung 4.32 Vergleich der Auszugskraft der Implantate (TiAl6V4 (s,g), ec. P.: 22 
mA/cm2 bis 14,5 VAg/AgCl), Ankerstrang: AS1_2H, Belegungsdichte der Implantate 8 ± 1,8 
pmol/cm2) aus dem Knochen nach 4 und 12 Wochen nach Implantation (* p < 0,05); 
Oberflächenzustände: 1) geätzt, 2) ankerstrangbeschichtet 3)ankerstrangbeschichtet 
und hybridisiert mit BMP-2-GS1-Konjugaten und 4) ankerstrangbeschichtet und 
hybridisiert VEGF-GS1-Konjugaten; n = 8 
Experimentelle Ergebnisse 
93 
 
dem Knochen herauszuziehen. Eine bessere Verankerung des Implantates in der 
späteren Einheilungsphase (nach 12 Wochen) zeigte sich bei den hybridisierten 
BMP-2-Konjugaten im Vergleich zu Titan nativ und zu Linker ohne Wachstums-
faktoren 
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5 Diskussion der Ergebnisse 
Ziel dieser Arbeit ist es, notwendige Prozessschritte, einschließlich der Gamma-
Sterilisierung, eines modularen Oligonukleotid-basierten Immobilisierungs-
systems auf Titan-basierten Implantatwerkstoffen näher zu untersuchen. Daraus 
abgeleitet sollen optimale Prozessstrategien und –bedingungen für die Immobili-
sierung (ec. P. und Ankerstrangdesign) und Sterilisierung festgelegt werden.  
5.1 Einflussfaktoren auf die Belegungsdichte mit Ankersträngen 
und deren Hybridisierungsfähigkeit 
Wie bereits in Kapitel 2.3.2.2 dargestellt ändern sich die Eigenschaften von 
Oligonukleotiden, wenn sie regioselektiv an Oberflächen immobilisiert sind. Wenn 
die Belegungsdichte von verankerten Oligonukleotiden zu dicht ist, sorgen 
sterische und elektrostatische Hinderungen für eine Verminderung der 
Hybridisierungseffizienz [76] [72]. Dies hängt auch von der Länge der 
verankerten Oligonukleotide ab. Während bei 25mer Ankersträngen die 
Belegungsdichte von 8,3 pmol/cm2 erst als hohe Belegung klassifiziert wurde 
[72], zeigte sich bei 48mer-Strängen bereits bei Belegungsdichten um 
3,3 pmol/cm2 eine geringe Hybridisierungseffizienz [73]. 
Außerdem kann bei zu dicht stehenden Ankersträngen der Gegenstrang an mehr 
als einem Ankerstrang hybridisieren [76] [75]. Dadurch würde eine gezielte 
Steuerung der Freisetzung des Gegenstranges mit einem bioaktiven Molekül 
erschwert werden. Die Grundlage für eine Steuerung der Freisetzung über 
Basenfehlpaarung oder Länge der Gegenstränge ist, dass ein Gegenstrang, über 
seine gesamte Länge, mit nur einem Ankerstrang hybridisiert.  
Um eine optimale Belegung mit immobilisierten, hybridisierungsfähigen Anker-
strängen zu erzielen, wurden die Einflussfaktoren Oberfläche, Immobilisierungs-
prozess, Oxidschichtdicke und Ankerstrangdesign untersucht und werden 
folgend näher diskutiert. 
5.1.1 Oberfläche 
Das Immobilisierungssystem wurde an die drei sandgestrahlte Oberflächen 
c.p. Ti (3,1s); c.p. Ti (0,4s) und TiAl6V4 (s) angepasst. Zwischen den Materialien 
c.p.Ti und TiAl6V4 zeigte sich auf geschliffenen und geätzten (HF/HNO3) 
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Oberflächen kein Unterschied in der Belegung mit Gegensträngen (4 pmol/cm2), 
wobei die gleichen elektrochemischen Parameter angewendet wurden 
(Abbildung 4.1). Die Bildung der anodischen Oxidschicht erfolgt bei c.p. Titan und 
TiAl6V4-Legierungen in ähnlicher Weise [31] [32] [33] [20]. Die Anpassung des 
Immobilisierungssystems erfolgte auf den sandgestrahlten Oberflächen ohne 
eine vorherige Ätzung. Die TiAl6V4 (s) Oberflächen wurden mit Korund bestrahlt 
und haben eine Rauheit von Ra = 3 – 5 µm. Die Rauheit für die c.p. Ti (3,1s) 
Oberflächen liegt in einem ähnlichen Bereich. Ein Vergleich der REM-Bilder 
zeigte ebenfalls eine ähnliche Strukturierung (Abbildung 4.2a und b). Die c.p. Ti 
(0,4s) Oberflächen unterscheiden sich hier deutlich (Abbildung 4.2c). Die 
Oberflächen sind viel ebener, was bei einer Rauheit von Ra = 0,4 µm zu erwarten 
war. Die EDX-Messung der c.p. Ti (3,1s) Oberfläche zeigte, dass Al, Si und O im 
Strahlmittel enthalten waren. Dies spricht für Korund und Siliziumkarbid 
(Abbildung 4.2e). Bei c.p. Ti (0,4s) wurde Al, Si, O und Zr detektiert, was auf ein 
Gemisch aus Korund, Siliziumkarbid und Zirkonoxid als Strahlmittel hinweist 
(Abbildung 4.2f). 
Nach der ersten Charakterisierung der Oberfläche wurde das 
Immobilisierungssystem für die sandgestrahlten Oberflächen angepasst. Hierbei 
zeigte sich auf c.p.Ti (3,1s) und TiAl6V4 (s) lediglich eine Belegung mit 
Gegensträngen von 1 pmol/cm2 (Abbildung 4.3). Nach einer Ätzung der c.p. Ti 
(3,1s) Oberfläche mit einem Gemisch aus Salz- und Schwefelsäure stieg die 
Belegungsdichte auf 7 pmol/cm2 (Abbildung 4.3). Bei TiAl6V4 (s) konnte mit einer 
Flusssäure/Salpetersäure-Ätzung die Belegungsdichte auf 4 pmol/cm2 erhöht 
werden. Als mögliche Ursache liegt die Entfernung des Strahlungsmittels nahe. 
Anhand der EDX-Spektren der beiden Oberflächen war eine Entfernung 
festzustellen (Abbildung 4.4 und Abbildung 4.5). In das Strahlmittel, das einen 
großen Prozentsatz der Oberfläche ausmacht, können die Ankerstränge nicht 
eingebaut werden. Weiterhin wurde kein negativer Effekt der Ätzung bei in vitro 
Untersuchungen festgestellt (Abbildung 4.6), wenn die Proben nach der Ätzung 
ausreichend gereinigt werden, so dass keine Rückstände des Ätzmittels auf der 
Oberfläche verbleiben. Ferner hat sich in einigen Studien gezeigt, dass ein 
Zusammenhang zwischen Partikelresten und früherer Lockerung von Implantaten 
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besteht und es demgemäß von Vorteil ist, Partikelreste zu entfernen oder das 
Strahlgut durch Ätzprozesse ganz zu eliminieren [119]. 
Bei diesen ersten Untersuchungen zeigte sich bereits ein deutlicher Unterschied 
in der Belegungsdichte von Gegensträngen zwischen c.p. Ti (3,1s;g) und TiAl6V4 
(s) Oberflächen. Um dies weiter zu untersuchen, wurde auch die c.p. Ti (0,4s;g) 
Oberfläche herangezogen. Diese zeigte zwar bei Adsorptionsuntersuchungen 
etwas schlechtere Werte der 3’- und 5’-markierten Ankerstränge (Abbildung 4.7), 
aber bei der Immobilisierung wurden ähnliche Werte wie bei TiAl6V4 (s;g) 
Oberflächen (Abbildung 4.8) detektiert. Die c.p. Ti (3,1s;g) Oberfläche hatte eine 
Belegungsdichte von 8 pmol/cm2 für die Gegenstränge. Die 3‘-markierte 
Ankerstrangbelegung war mit 5,5 pmol/cm2 tendenziell etwas höher auf den c.p. 
Ti (3,1s;g) Oberflächen im Vergleich zu c.p.Ti (0,4s;g) und TiAl6V4 (s;g) 
Oberflächen (3,5 - 4 pmol/cm2) (Abbildung 4.8). Diese tendenziell leicht höhere 
Ankerstrangbelegung ist nicht im gleichen Maße wie der Anstieg der 
Gegenstrangbelegung auf den c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen. Dies bedeutet, die 
höhere Belegung mit Gegensträngen auf den c.p. Ti (3,1s;g) Proben kommt 
hauptsächlich durch eine erhöhte Hybridisierungseffizienz der integrierten 
Ankerstränge zustande. Die höhere Belegung mit Ankersträngen scheint 
ebenfalls keinen negativen Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz der 
Ankerstränge zu haben, obwohl die Belegung auf den c.p. Ti (3,1s;g) 
Oberflächen bereits als eine für ebene Oberflächen hohe Belegungsdichte laut 
[72] [73] klassifiziert werden würde. Auf allen drei Oberflächen zeigte sich, dass 
zumindest die erzielte 3’-Belegung zu 100 % hybridisiert wurde (Abbildung 4.8).  
Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Nanostrukturierung der Oberfläche den 
Zugang von Gegensträngen bei dicht stehenden Ankersträngen erhöht. 
Strukturierungen im Bereich von 20 - 50 nm zeigten bei einer Dichte von Anker-
strangmolekülen von 14,4 pmol/cm2 immer noch eine 40 %ige Hybridisierungs-
effizienz [120]. Im Vergleich dazu zeigten unstrukturierte Oberflächen dieser 
Belegungsdichte keine nachweisbare Hybridisierung mit Gegensträngen [120]. 
Die bessere Hybridisierungseffizienz wurde auf die bessere Erreichbarkeit der 
Ankerstränge durch die Strukturierung zurückgeführt, wobei der Winkel in dem 
die Ankerstränge zueinander stehen als entscheidender Faktor angegeben wird 
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[121] [120]. Durch die Ätzung der c.p. Ti (3,1s) Proben wurde eine Nano-
strukturierung der Oberflächen erzeugt (Abbildung 4.9). 
Im Weiteren wurde untersucht, ob die unterschiedliche Ätzung der TiAl6V4 (s) 
Oberflächen eine Ursache für die leicht unterschiedliche Belegung mit 
Ankersträngen (5‘- und 3‘-markiert) und Gegensträngen sein könnte. Hierbei 
führte die Ätzung der TiAl6V4 (s;g) Proben mit der für die c.p. Ti (s;g) Proben 
verwendeten Ätzlösung (HCl/H2SO4) nicht zu einer Veränderung der 
Belegungsdichte mit Anker- oder Gegensträngen (Abbildung 4.9). Auf den c.p. Ti 
(0,4s;g) Oberflächen zeigte sich trotz gleicher Ätzung wie auf den c.p.Ti (3,1s;g) 
Oberflächen nur ein gleicher Wert für die 5’-markierten Ankerstränge. Beim 
Vergleich der Oberflächenstrukturierung der drei Probenarten nach der Ätzung 
zeigten beide c.p. Ti-basierten Oberflächen eine ähnliche wabenartige Struktu-
rierung. Die Strukturierung bei TiAl6V4 (s;g) war deutlich anders und nicht so 
ausgeprägt. Eine mögliche Ursache hierfür könnte die Sandstrahlung sein. Diese 
kann sich unterschiedlich auf das Gefüge [122] der verschiedenen Materialien 
c.p. Ti und TiAl6V4 auswirken, vor allem da unterschiedliche Strahlmittel und 
Parameter verwendet wurden. Eine weitere Ursache könnte das unterschiedliche 
Verhalten der ß-Phase des zweiphasigen TiAl6V4 im Ätzprozess sein [36].  
5.1.2 Einflüsse auf die Hybridisierungseffizienz 
5.1.2.1 Immobilisierungsprozess und Oxidschichtdicke 
Eine weitere Möglichkeit, die Unterschiede in der Hybridisierungseffizienz zu 
erklären, ist der Unterschied im partiellen Einbau der Ankerstränge in die 
Oxidschicht, welche von der Bildung und der Dicke der Oxidschicht abhängt [35]. 
Über die elektrochemischen Parameter Stromdichte und Abschaltpotential kann 
das Oxidschichtwachstum kontrolliert werden. Je nach Oxidschichtdicke kann 
wiederum das Hybridisierungsverhalten der Ankerstränge beeinflusst werden. 
Die Hybridisierungseffizienz wird allerdings auch von der Konformation der 
Ankerstränge während der Integration beeinflusst. 60mer Einzelstränge haben 
überwiegend Polymereigenschaften und bevorzugen thermodynamisch und 
kinetisch eine Random-Coil-Struktur [73]. Demzufolge muss davon ausgegangen 
werden, dass die Ankerstränge nicht in einer Konformation vorliegen, sondern in 
vielen verschiedenen, mit unterschiedlichem Streckungsgrad. Damit ist eine 
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maximale Streckung des Ankerstranges entropisch ungünstig ist [59] und damit 
sehr unwahrscheinlich.  
In Abbildung 5.1 werden drei prinzipielle Möglichkeiten dargestellt, wie 
Ankerstränge, aus zwei Hybridisierungssequenzen mit dem Gegenstrang 
aufgebaut, in die anodisch gebildete Oxidschicht integriert sein können unter der 
Annahme, dass sie im elektrochemischen Prozess nicht degradiert werden. 
Hierbei wird angenommen, dass die an der nativen Oxidschicht adsorbierten 
Ankerstränge  während des Oxidschichtaufbaues nicht mitgerissen werden. Es 
wird davon ausgegangen, dass der Ankerstrang in die gesamte an der 
Grenzphase Oxid/Elektrolyt gebildeten Oxidschicht bei der anodischen 
Polarisation partiell eingebaut wird. 
Die Abbildung veranschaulicht, wie die Oxidschichtdicke und die Konformation 
des Ankerstranges die Hybridisierungsfähigkeit der Ankerstränge beeinflussen. 
Bei einer dünnen Oxidschicht besteht bei einem Ankerstrang mit zwei 
Hybridisierungsbereichen die Möglichkeit, dass zwei Gegenstränge zumindest 
partiell hybridisieren (Abbildung 5.1 a), im Gegensatz zu einer dicken 
Oxidschicht, bei der nur ein Gegenstrang hybridisieren kann (Abbildung 5.1 b). 
 
Abbildung 5.1 Darstellung unterschiedlicher Oxidschichtdicken und 
Einbaumöglichkeiten von intakten Ankersträngen mit zwei Hybridisierungssequenzen, 
a) beide Hybridisierungsbereiche liegen partiell frei; b) ein Hybridisierungsbereich liegt 
frei; c) Ankerstrang vollständig eingebaut 
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Mit der verwendeten Detektionsmethode kann nicht zwischen der Hybridisierung 
eines oder zweier Gegenstränge pro Ankerstrang unterschieden werden. 
Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass der Ankerstrang während der anodischen 
Polarisation in einer sehr geknäulten Konformation vorliegt und dadurch komplett 
in die Oxidschicht eingebaut wird. Trotz des Vorliegens eines intakten 
Ankerstrangs ist eine Hybridisierung nicht mehr möglich (Abbildung 5.1 c). 
Aufgrund der unterschiedlichen Abschaltpotentiale für c.p. Ti (3,1s;g); 
c.p. Ti (0,4s;g) Proben (8 VAg/AgCl) und für TiAl6V4 (s;g) Proben (14,5 VAg/AgCl) 
kann davon ausgegangen werden, dass bei den TiAl6V4 (s;g) Proben die durch 
anodische Polarisation entstandene Oxidschicht nahezu doppelt so dick 
ausgeprägt ist. Für den Einbau der Ankerstränge wird ein Wachstum des Oxides 
von 1 nm/V an der Phasengrenze Oxid/Elektrolyt angenommen [31] [32] [33] [35]. 
Demzufolge ergibt sich eine Oxidschichtdicke, in die der Ankerstrang integriert 
ist, von ca. 8 nm auf den c.p. Ti (3,1s;g) Proben sowie ca. 14,5 nm auf den 
TiAl6V4 (s,g) Proben. Neben dem Unterschied in der Oxidschichtdicke bzw. 
maximalen Einbautiefe unterscheidet sich auch die chemische 
Zusammensetzung der Oxidschicht auf den beiden Titanwerkstoffen. Die 
Oxidschicht der TiAl6V4 (s) Proben setzt sich aus TiO2-x und Al2O3 zusammen 
und bei den c.p. Ti (s) Proben lediglich aus TiO2-x [20].  
Die folgende Abschätzung der Einbautiefe der Ankerstränge in die Oxidschicht 
wurde anhand des Basenabstandes (0,34 nm) beim Doppelstrang [49] 
vorgenommen, da der Basenabstand bei Einzelstrang je nach 
Basenzusammensetzung [66] und Stranglänge [123] variiert. Wenn der Strang 
senkrecht zur Oberfläche eingebaut wird, bedeutet dies, dass von dem 60mer-
Ankerstrang noch ca. 17 Basen aus der TiAl6V4 (s,g) Oberfläche herausragen 
würden (Einbautiefe 14,5 nm) und noch 36 Basen aus der c.p. Ti (3,1s;g) und 
c.p. Ti (0,4s;g) Oberfläche (Einbautiefe 8 nm). Wird der Strang im 45 ° Winkel zur 
Oberfläche eingebaut, zeigen nur noch 23 Basen bei der c.p. Ti (3,1s;g) und c.p. 
Ti (0,4s;g) Oberfläche heraus und bei der TiAl6V4 (s,g) Oberfläche wird der 
Strang vollständig eingebaut. Demnach ragen bei einem senkrechten Einbau der 
Ankersträngen, auf den c.p. Ti (3,1s;g) und c.p. Ti (0,4s;g) Oberflächen nur drei 
Basen vom „inneren“ Hybridisierungsbreich aus der Oxidschicht, im Gegensatz 
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zu den TiAl6V4 (s,g) Oberflächen, hier ist der „innere“ Hybridisierungsbereich des 
Ankerstranges komplett eingebaut. 
Ausgehend von dieser Betrachtungen wäre somit auf den c.p. Ti (3,1s;g) und c.p. 
Ti (0,4s;g) Oberflächen prinzipiell eine zweifache Hybridisierung pro Ankerstrang 
möglich. Allerdings zeigte sich auf der Oberfläche von c.p. Ti (0,4s;g) keine 
höhere Hybridisierungseffizienz. Das spricht gegen einen Einfluss der 
Oxidschichtdicke auf die Hybridisierungseffizienz. Aber natürlich kann es auch 
sein, dass durch die glattere Oberfläche auf c.p. Ti (0,4s;g) die zweite 
Hybridisierungssequenz nicht so zugänglich ist und hier deshalb, trotz geringerer 
Oxidschichtdicke keine höhere Hybridisierungseffizienz zu detektieren ist.  
Einfluss der Schädigung während der Immobilisierung   
Weiterhin muss beachtet werden, dass während der Oxidschichtbildung 
Sauerstoffradikale entstehen [87], die eine partielle Zerstörung der Ankerstränge 
hervorrufen können. Dieser Prozess könnte sich bei den drei Oberflächen 
unterscheiden und somit für den Unterschied in der Hybridisierungseffizienz 
verantwortlich sein. Die bisher nur allgemein besprochenen Schädigungen der 
Ankerstränge während der anodischen Polarisation können verschiedene 
Formen annehmen. In Abbildung 5.2 sind verschiedene Möglichkeiten für 
beschädigte Ankerstränge, kombiniert mit zwei verschiedenen Oxidschichtdicken, 
dargestellt. In allen diesen Fällen kann die Markierung am 3‘-Ende der Anker-
stränge nicht mehr detektiert werden, trotzdem wäre theoretisch eine 
Hybridisierung mit Gegensträngen möglich (außer c und e). 
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Für a) gibt es die Möglichkeit der zweifachen Hybridisierung pro Ankerstrang, da 
nur das obere Ende des Stranges zerstört wurde und eine dünne Oxidschicht 
den „inneren“ Hybridisierungsbereich am 5’-Ende nur teilweise bedeckt. Sorgt der 
Schaden des Stranges dafür, dass nur noch der „innere“ Hybridisierungsbereich 
für eine Hybridisierung zur Verfügung steht, muss dieser weit genug aus der 
Oxidschicht ragen, um eine Hybridisierung zu ermöglichen (Abbildung 5.2 b). Ist 
dies nicht der Fall, kann keine Hybridisierung stattfinden (Abbildung 5.2 e). Tritt 
der Schaden direkt über der Oxidschicht am Ankerstrang auf, kann ebenfalls 
davon ausgegangen werden, dass keine Hybridisierung mit Gegensträngen mehr 
möglich ist (Abbildung 5.2 c). Wie in Abbildung 5.1 und 5.2 dargestellt, existieren 
eine Vielzahl von Möglichkeiten, wie die Ankerstränge nach der Integration in die 
Oxidschicht vorliegen können, je nach Oxidschichtdicke, Strangkonformation und 
Schädigung.  
Vergleich der Ankerstrangschädigung auf den drei Oberflächen  
Das 5‘/3‘-Verhältnis (ein Indikator für die Schädigung während des 
Einbauprozesses) zeigte nur tendenziell einen geringeren Wert für die Legierung 
TiAl6V4 im Vergleich zu c.p. Ti (3,1s;g) (Abbildung 4.12 AS1_2H) und keinen 
Unterschied zu c.p. Ti (0,4s;g) (Abbildung 4.14 AS1_2H). Die Sauerstoff-
 
Abbildung 5.2 Darstellung eines beschädigten Ankerstranges mit zwei 
Hybridisierungssequenzen für verschiedene Oxidschichtdicken und 
Einbaumöglichkeiten, a) beide Hybridisierungsbereiche liegen frei; b) und d) ein 
Hybridisierungsbereich liegt frei; c) und e) kein Hybridisierungsbereich liegt frei 
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entwicklung während der anodischen Polarisation hängt vom Transport von 
Elektronen durch die wachsende Oxidschicht und damit von der Defektdichte der 
Luftpassivschichten ab [34]. Die Defektdichte (1,5*1020 cm-3) ist unabhängig vom 
pH-Wert und unterscheidet sich für polierte c.p. Ti und TiAl6V4 Oberflächen nicht 
[34]. Prinzipiell ist die Defektdichte bei c.p. Ti (3,1s;g); c.p. Ti (0,4s;g) und 
TiAl6V4 (s;g) Proben vergleichbar, und es sollte bei keiner der Oberflächen eine 
höhere Bildung von Sauerstoffradikalen zu beobachten sein. Allerdings 
unterscheiden sich die elektrochemischen Parameter für den Einbau, die 
Stromdichte ist höher bei TiAl6V4 Proben (23 mA/cm2) im Gegensatz zu 
c.p. Ti (3,1s;g) und c.p. Ti (0,4s;g) Proben (14 mA/cm2). Dies könnte weniger 
Schädigung auf TiAl6V4 (s;g) Oberflächen bedeuten, da bei steigender 
Stromstärke die Faradayeffektivität der Oxidschichtbildung zunimmt und damit 
die Radikalbildung abnimmt. Aber der Abfall des pH-Wertes nimmt mit steigender 
Stromdichte zu, was eine Denaturierung der Ankerstränge bewirken könnte [35] 
[31] [32] [33] [20]. Die Polarisationszeit war für alle drei Oberflächen gleich 
zwischen 1,5 – 3 Sekunden. Weiterhin ist bekannt, dass die Oxidschicht der 
ß-Phase der TiAl6V4 Oberflächen eine höhere Leitfähigkeit aufweist [36]. Diese 
Eigenschaft könnte zu einer höheren Sauerstoffbildung bei der anodischen 
Oxidation führen, welche wiederum eine höhere Schädigung der Ankerstränge 
beim Einbauprozess hervorrufen könnte. Eine Ursache, warum keine höhere 
Schädigung auf den TiAl6V4-Oberflächen zu beobachten war, könnte sein, dass 
sich der Effekt der höheren Stromdichte (wenige Sauerstoffradikale) und die ß-
Phase (mehr Sauerstoffradikale) aufheben. Auch ist der Anteil der ß-Phase in der 
TiAl6V4 Legierung relativ klein [124]. 
Der Unterschied des Ortes der Schädigung des Stranges könnte eine weitere 
mögliche Erklärung für die Unterschiede in der Hybridisierungseffizienz der 
Ankerstränge auf den c.p. Ti (s,g) und TiAl6V4 (s,g) Oberflächen sein. Es gab 
zwar nur einen geringen Unterschied in der 3’-Belegung, aber die 5’-Belegung 
mit Ankersträngen war für die c.p. Ti-Oberfllächenzustände tendenziell höher 
(Abbildung 4.8). Auf den c.p. Ti (0,4s;g) Oberflächen zeigt sich allerdings nur eine 
Hybridsierungseffizienz wie auf TiAl6V4 (s;g) Oberflächen. Theoretisch könnte  
die Schädigung des Ankerstranges nur einen Teil des „äußeren“ 
Hybridisierungsbereiches zerstören. Die Stränge sind nicht mehr komplett, das 
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3’-Signal wird nicht mehr detektiert, aber es sind noch ausreichend Basen von 
dem „äußeren“ Hybridisierungsbereich vorhanden, so dass die Stränge noch 
hybridisierungsfähig sind. Es könnten theoretisch bei c.p. Ti (3,1s;g) und 
c.p. Ti (0,4s;g) Proben im Gegensatz zu den TiAl6V4 (s;g) Proben mehr 
hybridisierungsfähige Ankerstränge vorhanden sein, die einen Schaden am 3‘-
Ende aufweisen. Der Vergleich des 3’/5’ Verhältnisses auf den Oberflächen 
TiAl6V4 (s;g) und c.p. Ti (3,1s,g) zeigte zwar nur einen geringen tendenziellen 
Unterschied, dies lässt allerdings noch keinen Schluss über den Ort des 
Schadens und dessen mögliche Materialabhängigkeit zu. Aber da die 
Hybridisierungseffizienz auf Ti (0,4s;g) vergleichbar wie auf TiAl6V4 (s;g) 
Oberflächen ist (Abbildung 4.8), scheinen die Schädigungsmuster für beide 
Materialien ähnlich zu sein. 
Einfluss der Oberfläche auf die Hybridisierungseffizienz  
Damit bleibt noch der Einfluss der Oberfläche auf die Hybridisierungseffizienz. 
Durch die hohe Rauheit und Wabenstrukturierung auf den c,p. Ti (3,1s;g) 
Oberflächen, könnte die zweite Hybridisierungsequenz besser erreichbar sein 
und dadurch mehr Gegenstränge hybridisieren. Allerdings ragt der „innere“ 
Hybridisierungsbereich mit einer hohen Wahrscheinlichkeit nicht vollständig aus 
der Oxidschicht heraus. Ein gewisser Teil des Gegenstranges kann nicht 
hybridisieren und die Hybridlänge aus Anker- und Gegenstrang reduziert sich. In 
Tabelle 5.1 ist dargestellt, wie sich die freie Enthalpie verändert, je nachdem wie 
viele Basen der zweiten Hybridisierungssequenz noch aus der Oxidschicht 
ragen, wobei die Einflüsse der Oberfläche nicht in die Berechnung eingehen. Die 
freie Enthalpie wird deutlich größer, je weniger Basen des Ankerstranges für die 
Hybridisierung zur Verfügung stehen. Wenn beispielsweise nur noch vier Basen 
aus der Oxidschicht ragen, steigt die freie Enthalpie für die Hybridisierung auf -
1,62 kcal/mol. Damit wird eine Hybridisierung am „inneren“ 
Hybridisierungsbereich unwahrscheinlicher, wenn nur ein kleiner Teil davon aus 
der Oxidschicht ragt. 
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Ein weiteres Argument, welches gegen die Hybridisierung eines zweiten GS an 
die nur wenigen verfügbaren komplementären Basen des „inneren“ 
Hybridisierungsbe-reiches spricht, ist die Beobachtung, dass vor allem bei hohen 
Belegungsdichten die Hybridisierung negativ beeinflusst wird, wenn der 
Gegenstrang überhängende Basen aufweist, da diese den Gegenstrang von der 
Oberfläche abhalten können [125]. Auch wurde bei Monte-Carlo-Simulationen ein 
starker Effekt von überhängenden Basenfehlpaarungen festgestellt, wenn diese 
nahe zur Oberfläche auftreten, insbesondere wenn die Oberfläche negativ 
geladen ist [63]. Des Weiteren wird die Bindungsstärke der Doppelhelices durch 
die negativ geladene Oberfläche gesenkt, hervorgerufen durch elektrostatische 
Wechselwirkung [126] [76]. Andererseits muss beachtet werden, dass bei der 
Hybridisierung, durch den pH-Wert von 7,4, die Oxidschicht sowie das Zucker-
Phosphatrückgrat der DNA negativ geladen sind [28]. Die verankerte 
einzelsträngige DNA wird von einer negativ geladenen Oberfläche abgestoßen 
und richtet sich orthogonal zur Oberfläche aus. Hierbei ist bekannt, dass die 
große Flexibilität der einzelsträngigen DNA dafür sorgt, dass sich nur die unteren 
 freie Enthalpie in kcal/mol 
Einbau der 
Ankerstrangsequenz, 
Verfügbare Basen für 
die Hybridisierung 
für die 
Hybridisierung von 
GS1 (25mer) 
für die Hybridisierung 
von GS2_G (25mer) 
25 Basen verfügbar -32,34 -31,71 
22 Basen verfügbar -29,04 -28,79 
19 Basen verfügbar -22,33 -22,58 
16 Basen verfügbar -17,87 -17,41 
13 Basen verfügbar -14,82 -14,76 
10 Basen verfügbar -10,40 -10,40 
7 Basenverfügbar -5,7 -5,36 
4 Basen verfügbar -1,62 -2,44 
Tabelle 5.1 Veränderung der freien Hybridisierungsenthalpie der Gegenstränge mit dem 
komplementären Ankersträngen bei teilweisem Einbau der hybridisierungsfähigen 
Sequenz in die Oxidschicht, bestimmt mit „mfold“ bei 21 °C und 0,16 M 
Kalziumionenkonzentration 
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Nukleotide ausrichten [127]. Deshalb ist davon auszugehen, dass sich die 
Ankerstränge im unteren Teil weitestgehend senkrecht zur Oberfläche 
ausrichten. Dies würde eine Hybridisierung des „inneren“ 
Hybridisierungsbereiches erleichtern. Zusammenfassend sprechen einige 
Argumente gegen und einige für eine zweifache Hybridisierung pro Ankerstrang.  
Untersuchung der Zweifachhybridisierung pro Ankerstrang  
Um die Fragestellung einer Zweifachhybridisierung pro Ankerstrang detaillierter 
zu untersuchen, wurden Ankerstränge, die nur eine Hybridisierungssequenz 
aufweisen, untersucht. Die AS2_1H-Stränge zeigten bei den c.p. Ti (3,1s;g) und 
TiAl6V4 (s;g) Proben einen Rückgang der hybridisierungsfähigen Ankerstränge 
um 60 % (Abbildung 4.11). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass eine 
Zweifachhybridisierung der AS1_2H-Ankerstränge integriert in die c.p. Ti (s,g) 
und TiAl6V4 (s,g) Oberflächen stattfindet. Den Unterschied in der 
Hybridisierungseffizienz zwischen c.p. Ti (3,1s,g) und TiAl6V4 (s,g) Proben 
erklärt dies allerdings nicht. Dies würde bedeuten, dass eine höhere 
Zweifachhybridisierung nicht die Ursache der höheren Hybridisierungseffizienz 
ist. Generell überraschte der hohe Anteil der Zweifachhybridisierungen etwas, da, 
wie bereits erläutert, die Hybridisierung am „inneren“ Komplementärbereich 
energetisch nicht günstiger sein sollte als die Hybridisierung am „äußeren“ 
Hybridisierungsbereich. Diese hohe Hybridisierungseffizienz spricht dafür, dass 
mehr von der „inneren“ Hybridisierungssequenz aus der Oberfläche ragt als 
theoretisch berechnet, da für TiAl6V4 eindeutig eine Nutzung des zweiten 
Hybridisierungsbereiches zu sehen war. Allerdings kann anhand der Ergebnisse 
nicht genau festgestellt werden, wie viel des Ankerstranges noch aus der 
Oberfläche ragt.  
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass auf den c.p. Ti-
Oberflächen mehr geschädigte Ankerstränge herausragen (5‘-markierte 
Belegungsdichte, Abbildung 4.8), diese aber erst durch die höhere Oberfläche 
auf den c.p. Ti (3,1s;g) Proben zugänglich werden. Es scheint, die höhere 
Hybridisierungseffizienz auf den c.p. Ti (3,1s;g) Proben entsteht durch die 
größere Oberfläche (durch höhere Rauheitswerte und die Wabenstrukturierung 
durch die Ätzung). Dies scheint eine bessere Zugänglichkeit der Ankerstränge 
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durch die Gegenstränge zu verursachen, ohne aber die Zweifachhybridisierung 
pro Ankerstrang zu verbessern.  
 
5.1.3 Ankerstrangdesign 
Es wurden der Einfluss der Sequenz und die Anzahl der Hybridisierungsbereiche 
pro Ankerstrang auf die Belegung mit hybridisierungsfähigen Ankersträngen 
untersucht. Dazu wurden die zwei Stränge AS1_2H und AS3_2H_G, die jeweils 
zwei Hybridisierungsbereiche enthielten, und die zwei Stränge AS2_1H und 
AS4_1H_G mit jeweils einem Hybridisierungsbereich, untersucht. Der 
Hybridisierungsbereich der Stränge AS1_2H und AS2_1H besitzt eine identische 
Basenzusammensetzung, gleiches gilt für die Stränge AS3_2H_G und 
AS4_1H_G. Trotz der unterschiedlichen verwendeten Hybridisierungsbereiche 
zeigten diese die gleiche Hybridisierungseffizienz (Tabelle 4.1). Demzufolge sind 
eventuelle Unterschiede in der Belegungsdichte mit hoher Wahrscheinlichkeit auf 
die Adsorption oder den Einbau in die Oxidschicht zurückzuführen. 
5.1.3.1 Adsorption  
Bei diesen Untersuchungen wurde mit den AS4_1H_G-Strängen und den 
AS3_2H_G-Strängen tendenziell die niedrigsten Adsorptionswerte festgestellt 
(Abbildung 4.10; 4.13 und 4.15). Es wird angenommen, dass die Adsorption bei 
pH 4 vordergründig über die zusätzliche Phosphatgruppe am 5‘-Ende stattfindet. 
Untersuchungen zeigten, dass Ankerstränge mit einer zusätzliche Phosphat-
gruppe am 5‘-Ende deutlich verbesserte Adsorptionseigenschaften aufwiesen 
[35]. Eine einzelne Ankergruppe lässt Ankerstränge unter 24mer in einer 
ausgestreckten Konformation vorliegen [128]. Wenn die Ankerstränge länger 
werden, verliert die Ankergruppe an Einfluss und der Einzelstrang liegt mehr und 
mehr in einer flexiblen, polymerähnlichen Konformation vor [128]. Dies könnte bei 
den 60mer Ankersträngen zu einer Behinderung der Adsorption führen.  
Über die Adsorption von Nukleinsäuren an TiO2 gibt es nur sehr wenige 
Untersuchungen, insbesondere zu Einzelsträngen. Bei einer Adsorptionsstudie 
von Einzelsträngen an TiO2 zeigte sich keine Sequenzabhängigkeit bei einem 
pH-Wert von 8, allerdings wurden nur die Basen A, C und G variiert  [129]. 
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Bei der Adsorption von RNA-Nukleotiden auf TiO2 zeigte sich ein Unterschied bei 
den Basen [130]. Es wurde die folgende Reihenfolge festgestellt: Guanin > 
Cytosin > Uracil > Adenin im pH-Bereich von 3 - 4,5 [130]. Thymin unterscheidet 
sich von Uracil durch eine zusätzliche Methylgruppe [131]. Es fand eine 
Interaktion der Basen mit TiO2 durch Kationenaustausch und bei Phosphat durch 
Anionenaustausch statt [130]. Indes resultierten die Ergebnisse lediglich aus 
einer Studie mit Komponenten und wurden nicht mit vollständigen Einzelsträngen 
durchgeführt. 
Zusätzlich ist über Thymin bekannt, dass es gegenüber Goldoberflächen eine 
schlechtere Adsorption im Vergleich zu den anderen Basen zeigt [132] [133] 
[134]. In Tabelle 5.2 sind die ersten 10 Nukleotide der verwendeten vier 
Ankerstränge in ihren Basengehalt aufgeschlüsselt. Da diese am nächsten zur 
adsorbierenden Phosphatgruppe liegen, beeinflussen sie möglicherweise die 
Adsorption. Die ersten zehn Basen der AS4_1H_G-Stränge bestehen nur aus 
Thymin. Bei den AS1_2H und AS3_2H_G bestehen sechs Basen aus Guanin 
und Cytosin, die besser adsorbieren als die beiden anderen Basen [130]. Der 
AS2_1H-Strang enthält in diesem Bereich fünf Basen Cytosin und fünf Basen 
Thymin.  
Dies könnte einen Hinweis auf die schlechte Adsorption von AS4_1H_G geben, 
aber nicht auf die tendenziell schlechtere Adsorption von AS3_2H_G. Zusätzlich 
ist bei den Basen A, C und G bekannt, dass sie eine positive Ladung unter dem 
pH-Wert 5 aufweisen, im Gegensatz zu T [83]. Das heißt, die Basen werden 
leicht von der Oberfläche abgestoßen. Generell erfolgt die Adsorption 
wahrscheinlich besser über die Phosphatankergruppe. Thymin ist neutral [83] 
 Anzahl der Basen 
 AS1_2H AS3_2H_G AS2_1H AS4_1H_G 
A 3	 3	 0	 0	
G 1	 6 0 0 
C 5 0 5 0 
T 1 1 5 10 
Tabelle 5.2 Die ersten zehn Basen der verwendeten Ankersträngen vom 5‘-Ende aus 
aufgeschlüsselt in ihren Basengehalt 
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und könnte deshalb die Zugänglichkeit der Phosphatgruppe erschweren. 
Allerdings erklärt dies wiederum nicht die schlechte Adsorption der AS3_2H_G 
Stränge. Abschließend scheint es trotz der hauptsächlichen Adsorption über die 
zusätzliche terminale Phosphatgruppe eine Sequenzabhängigkeit der Adsorption 
bei pH 4 zu geben. 
5.1.3.2 Untersuchung zu Strängen mit hohem Guaningehalt 
Die beiden Stränge AS3_2H_G und AS4_1H_G wurden mit einem hohen 
Guaningehalt designt. Guanin weist das niedrigste Ionisierungspotential aller 
Basen auf und sobald mehrere Guanin-Basen nacheinander in der Sequenz 
vorkommen, vermindert sich das Ionisierungspotential weiter [117]. Weiterhin 
wurde festgestellt, dass eine Adeninbase assoziiert mit drei Guaninbasen die 
Elektroneneinfangwahrscheinlichkeit erhöht [116]. Diese Sequenz ist ähnlich der 
humanen Telomersequenz (TTAGGG), welche die Resistenz des Genoms gegen 
ionisierende Strahlung erhöht [135]. 
Um eine optimale Ankerstrangsequenz zu designen, wurde untersucht, ob die 
Stränge AS3_2H_G und AS4_1H_G eine höhere Schädigung infolge des 
Einbaus in die Oxidschicht erfahren. Dabei wurde das 3‘/5‘-Verhältnis als 
Indikator herangezogen (Abbildung 4.12, 4.14 und 4.16). Es zeigte sich, außer 
bei dem AS4_1H_G-Strängen, keine Verminderung des 3‘/5‘-Verhältnisses, auch 
beim AS4_1H_G-Strang war dieses nur tendenziell etwas geringer. Daraus lässt 
sich ableiten, dass die Schädigung durch die Radikale an allen Strängen 
wahrscheinlich ungefähr gleich stark ausgeprägt ist. Bei Isabelle et al. zeigten 
verschiedene Einzelstrangsequenzen ebenfalls keine Basenabhängigkeit bei 
strahlungsinduzierten Schäden im neutralen pH-Bereich [136]. Dieses Ergebnis 
bedeutet auch einen Vorteil, da eine größere Varianz in der Basenzusammen-
setzung der Ankerstrangsequenz möglich ist, da der Anteil an Guaninbasen nicht 
gering gehalten werden muss. 
Weiterhin wurde der Einbau der adsorbierten Stränge in die Oberfläche 
untersucht. Hierbei zeigte sich für die AS1_2H-, AS2_1H- und AS3_2H_G-
Stränge, dass kein Unterschied bei gleicher Probenoberflächenbeschaffenheit zu 
beobachten war (Abbildung 4.11, 4.13 und 4.15, 5‘-Belegungsdichte). Lediglich 
die AS4_1H_G-Stränge zeigten einen viel schlechteren Wert der 5‘-markierten 
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Ankerstrangbelegung (Abbildung 15). Somit hat der schlechtere Adsorptionswert 
keinen Einfluss auf den Einbau der AS3_2H_G-Stränge. Da nur ein gewisser 
Prozentsatz der Stränge eingebaut wird, reicht schon eine geringere 
Konzentration an Ankersträngen auf der Oberfläche, um eine ausreichende 
Konzentration an integrierten Ankersträngen zu erhalten. 
Vergleich aller untersuchten Stränge  
Bei den Untersuchungen zu den verschiedenen Sequenzen zeigte sich bei den 
AS4_1H_G-Strängen zusätzlich zu dem schlechten Einbau des Ankerstranges 
auch deutlich ein Rückgang in der Hybridisierungseffizienz. Nur noch ca. 20 % 
der eingebauten intakten Ankerstränge sind hybridisierungsfähig (Abbildung 4.19, 
3‘/GS*-Verhältnis). Das würde bedeuten, dass 80 % der Belegungsdichte aus der 
Hybridisierung am „inneren“ Hybridisierungsbereich resultieren. Ebenfalls wurde 
wieder der Basengehalt der Ankerstränge verglichen, um eine mögliche Ursache 
für diesen Unterschied zu ermitteln. Denn auch bei den AS2_1H-Strängen hatte 
sich ein starker Rückgang der Hybridisierungseffizienz gezeigt. In Tabelle 5.3 ist 
der Basengehalt der verschiedenen Ankerstränge dargestellt. Bei den Strängen 
AS1_2H und AS3_2H unterscheidet sich der Guanin- und Cytosingehalt stark. 
Die Veränderung des Gehaltes dieser beiden Basen hatte keinen Einfluss auf die 
Hybridisierungseffizienz der Stränge (Abbildung 4.14). 
 
Der Rückgang der Hybridisierungseffizienz betrug bei den AS2_1H-Strängen 
60 % (Abbildung 4.12) und bei den AS4_1H_G Strängen 80 % (Abbildung 4.16). 
Da bei diesen beiden Strängen der Adeningehalt gleich bleibt, hat dieser 
gleichfalls keinen Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz. Damit bleibt nur die 
Veränderung des Thymingehaltes als Einflussgröße. Der Anstieg des Gehaltes 
dieser Base geht einher mit der Verminderung der Hybridisierungseffizienz. Die 
 Anzahl der Basen 
 AS1_2H AS3_2H_G AS2_1H AS4_1H_G 
A 18 18 10 10 
G 6 28 4 15 
C 22 0 21 0 
T 14 14 25 35 
Tabelle 5.3 Vergleich der verwendeten Ankerstränge in ihrem Basengehalt 
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geringere Hybridisierungseffizienz kann in diesem Fall dadurch verursacht 
werden, dass der größte Teil des Ankerstranges in die Oxidschicht eingebaut 
wird. Dieses kann erklärt werden mit der hohen Menge an Thymin im AS2_1H- 
und AS4_1H_G-Strang. Die Thyminbasen liegen konzentriert in der ersten Hälfte 
der beiden Stränge vor. Es gibt einen Unterschied in der Flexibilität von 
Einzelsträngen, abhängig von der Basenzusammensetzung [66] und 
Ionenkonzentration in der umgebenden Lösung [68] [69]. Einzelstränge 
bestehend aus Thymin zeigen eine höhere Flexibilität [137], da Stapelwechsel-
wirkungen, im Gegensatz zu Einzelsträngen bestehend aus Adenin, dort nicht 
vorkommen [138]. Je weniger Basenstapelungen vorliegen, desto kleiner wird die 
Persistenzlänge und damit steigt die Flexibilität des Polymers [139]. Wenn 
Einzelstränge eine Basenstapelung aufweisen, sorgt das für eine Einschränkung 
der internen Bewegung der Segmente und weniger Konformationen sind möglich, 
vorzugsweise gestrecktere Konformationen liegen vor [139]. Demgemäß weisen 
Einzelstränge bestehend aus Thyminbasen eine viel kleinere Persistenzlänge auf 
und liegen dichter geknäult vor [137].  
Der steigende Thymingehalt wäre demnach eine mögliche Erklärung für die 
sinkende Hybridisierungseffizienz. Der Strang könnte dadurch dichter geknäult 
vorliegen und die End-zu-End-Länge kleiner werden. Vor allem da die 
Thyminbasen konzentriert in der unteren Hälfte des Stranges vorliegen. Damit 
liegt dieser Teil besonders geknäult vor. Dadurch könnte der Strang fast oder 
sogar ganz in die Oxidschicht eingebaut werden. Damit werden zwei Fakten 
deutlich, erstens ist es notwendig, eine gewisse Länge an Ankerstrang 
sicherzustellen, die als Abstandsstück fungiert, und zweitens sollte diese nicht 
aus Thyminbasen bestehen. Generell sollte auf eine Ansammlung von Thymin-
basen im Ankerstrang verzichtet werden, da diese wahrscheinlich eine geknäulte 
Konformation unterstützen. 
Aus diesen Erkenntnissen lässt sich auch das starke Absinken der 
Hybridisierungsfähigkeit des AS1_2H zum AS2_1H erklären. Wie bereits 
erläutert, ist es energetisch unwahrscheinlicher, dass die „innere“ 
Hybridisierungssequenz einen größeren Beitrag zur Belegungsdichte mit 
Gegensträngen leistet als die „äußere“ Hybridisierungssequenz (Kapitel 5.1.2). 
Weiterhin kann so auch geklärt werden, warum die Hybridsierungseffizienz bei 
Diskussion der Ergebnisse 
111 
 
c.p. Ti (3,1s;g) Proben und bei TiAl6V4 (s;g) Proben absinkt. Sollte für das 
Absinken der Hybridisierungseffizienz von AS2_1H-Strängen der Thymingehalt 
ursächlich sein, erklärt dies das Absinken auf beiden Oberflächen.  
5.1.4 Fazit zu den Einflussfaktoren 
In die Probenoberflächen c.p. Ti (3,1s;g), c.p. Ti (0,4s;g) und TiAl6V4 (s;g) 
konnten mit sehr gutem Ergebnis hybridisierungsfähige Ankerstränge integriert 
werden, unter Beachtung, dass nur ein Entfernen des Strahlgutes durch eine 
Ätzung dies ermöglicht. Die Belegungsdichten mit Gegensträngen auf c.p. Ti 
(3,1s;g) Proben wiesen einen doppelt so hohen Wert auf, wie auf den TiAl6V4 
(s;g) und c.p. Ti (0,4s;g) Proben. Dies wurde auf eine leicht höhere Belegung mit 
Ankerstrang und eine viel höhere Hybridisierungseffizienz zurückgeführt. Die c.p. 
Ti (s,g) Proben weisen eine deutlich geringere Oxidschichtdicke auf, trotzdem 
zeigte c.p. Ti (0,4s;g) keine höhere Hybridisierungseffizienz. Es konnte nicht 
geklärt werden, ob mehr vom Ankerstrang aus der Oberfläche ragt. Die 
Strukturierung der c.p. Ti (3,1s;g) Oberfläche durch Sandstrahlung und Ätzung 
scheint die bessere Hybridisierungseffizienz hervorzurufen. Ob dies durch eine 
Zweifachhybridisierung der Ankerstränge oder durch die Nutzung von Strängen, 
die am 3‘-Ende geschädigt, aber trotzdem noch hybridisierungsfähig sind, 
entsteht, ist anhand der Ergebnisse nicht eindeutig festzustellen. Zwar zeigten 
Stränge mit nur einem Hybridisierungsbereich auf beiden Oberflächen c.p. Ti 
(3,1s;g) und TiAl6V4 (s;g) eine ähnlich geringe Hybridisierungseffizienz, aber das 
könnte auch ein Effekt des gestiegenen T-Gehaltes sein. 
Für das optimale Design des Ankerstrangs können verschiedene Kriterien 
festgelegt werden. Ein Ankerstrang mit nur einer Hybridisierungssequenz zeigt 
die meisten Vorteile. Dadurch kann sichergestellt werden, dass ein vollständiger 
Hybridisierungsbereich besteht. Bei den durchgeführten Untersuchungen zeigte 
sich, dass zwei Hybridisierungsbereiche keine eindeutige Aussage über etwaige 
Hybridisierung mit überhängenden Enden zulassen. Diese überhängenden 
Enden haben Einfluss auf die Bildung und die Stabilität der gebildeten 
Doppelhelices [76] [75]. Dies erschwert eine Steuerung der Freisetzung des 
Gegenstranges über die Stranglänge und Basenfehlpaarungen. Der optimale 
Ankerstrang sollte ein Distanzstück aufweisen, welches einen Abstand des 
Hybridisierungsbereiches während der anodischen Polarisation gewährleistet. 
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Dieses Distanzstück sollte nicht aus Thyminbasen bestehen. Diese zeigten durch 
fehlende Abstoßung beziehungsweise ihre größere Flexibilität eine schlechte 
Eignung. Dadurch liegt der Strang wahrscheinlich in einer dicht zusammen 
geknäulten Konformation vor und wird so eher vollständig in die Oxidschicht 
eingebaut. 
Obwohl in der Literatur viele Beispiele für die Sensitivität der Guaninbasen gegen 
Radikale zu finden sind [117] [140] [141] [116] [135], zeigten Stränge mit 
höherem Guaningehalt keine eindeutige höhere Ankerstangschädigung bei der 
anodischen Polarisation. Dieses erweitert die mögliche Zusammensetzung der 
Ankerstrangsequenz, es muss nicht auf einen geringen Guaningehalt geachtet 
werden. 
5.2 Einflussfaktoren bei der Gammasterilisierung 
DNA-Veränderungen, die durch die Gammasterilisierung auftreten, lassen sich 
wie folgt gruppieren: (1) Abtrennungen von Basen, (2) molekulare Anlagerungen 
(von Wasser oder anderen Strukturen) und (3) Strangbrüche [142]. Die Schäden 
an der DNA werden durch Ionisierung der DNA (direkte Effekte) und Reaktion 
von DNA mit Radikalen, die hauptsächlich durch Radiolyseprodukte von Wasser 
entstehen, hervorgerufen (indirekte Effekte) [100] [101] [102]. Die Schäden in 
einem Einzelstrang hängen dabei von der molekularen Umgebung, Topologie, 
Sequenz und chemischen Modifizierung ab [143]. Im Folgenden werden die 
Maßnahmen Dosisreduzierung, Trocknung, Schutzgas, Ethanol und 
Opferstränge zum Schutz der partiell integrierten Ankerstränge bei der 
Sterilisierung hinsichtlich ihrer Wirkung diskutiert. 
5.2.1 Schutz durch Konformation, Dosisreduzierung, Trocknung und 
Schutzgas 
5.2.1.1 Konformation 
Die Proben mit den eingebauten Ankersträngen wurden in der ursprünglichen 
Verfahrensweise vor der Sterilisierung von nicht eingebauten DNA-Resten befreit 
und luftgetrocknet. An der Oberfläche adsorbierte DNA ist weniger empfindlich 
gegenüber Nukleasen [144] [145] [146] und Strahlung als in Lösung vorliegende 
[147] [148]. Während der Schutz vor Nukleasen vor allem auf die räumliche 
Trennung von DNA und Nuklease zurückgeführt wird [144], erklärt sich der 
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Schutz vor Strahlung durch die veränderte komplexe morphologische 
Konformation der DNA, die durch Konformationsänderung bei der Bindung an ein 
Substrat über elektrostatische und/oder Wasserstoffbrückenbindungen 
hervorgerufen wird [147] [148]. Die Interaktion mit der Oberfläche führt demnach 
zu einer Schutzwirkung für die DNA, welche möglicherweise auch einen Schutz 
für die Ankerstränge des untersuchten Immobilisierungssystems bedeuten. 
Dieser Effekt war bei der hier verwendeten hohen Dosis nicht ersichtlich. Es 
zeigte sich, dass ohne Schutzmaßnahmen eine vollständige Zerstörung der 
Ankerstränge stattfand (Abbildung 4.17). 
5.2.1.2 Dosisreduzierung 
Ebenfalls kaum einen Effekt hatte die Verminderung der Strahlendosis von 25 auf 
13 kGy (Abbildung 4.17). Eine geringere Dosis von Gammastrahlung zerstört 
DNA weniger, aber bereits ab 0,05 kGy dominiert der Strangbruch als 
Schädigungsmechanismus [149]. Mit steigender Dosis nimmt die 
Wahrscheinlichkeit für einen Strangbruch zu [142], allerdings war deutlich 
ersichtlich, dass schon bei 13 kGy eine fast vollständige Zerstörung der 
integrierten Ankerstränge auftrat (Abbildung 4.17). 
5.2.1.3 Trocknung und Schutzgasatmosphäre 
Im Weiteren wurden Maßnahmen (Trocknung, Schutzgasatmosphäre) zur Ver-
minderung des indirekten Effektes der Gammasterilisierung auf die integrierten 
Ankerstränge untersucht. Die ersten 12-15 Wassermoleküle pro Nukleotid sind 
fest an die DNA gebunden [150]. Wassermoleküle, die als Hydrathülle an die 
Basen gebunden sind, senken zum einen das Ionisierungspotential der Basen 
und steigern damit die Sensitivität gegenüber Radikalangriffen [97] [93] und zum 
anderen reagieren sie durch „Löchertransport“ zur DNA und sorgen so für eine 
Schädigung zusätzlich zu den OH-Radikalen [150]. Die Trocknung der 
eingebauten Ankerstränge (zwei Tage über Phosphorpentoxid im Vakuum), 
sowie die Verpackung in der Glovebox (in einer hochreinen Argonatmosphäre), 
zeigte sich insofern positiv, dass nach der Sterilisierung bis zu 18 % der 
Referenzbelegungsdichte erzielt werden konnte, allerdings mit Schwankungen 
von bis zu 45 % [113]. Wahrscheinlich konnte durch die Entfernung der um-
gebenden Wassermoleküle das Ionisierungspotential der Basen erhöht und so 
die Radikalbildung vermindert werden. Zusätzlich wurden vermutlich die Wasser- 
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und Sauerstoffmoleküle, die um die Ankerstränge liegen, reduziert, wodurch 
weniger Schaden an den Ankersträngen auftrat. 
5.2.2 Schutz durch Zugabe von Radikalfängern 
Radikalfänger können die DNA schützen, indem sie mit den Radikalen, die bei 
der Sterilisierung entstehen, anstatt der DNA reagieren [151] [152]. Es wird der 
indirekte Effekt vermindert. 
5.2.2.1 Ethanol als Radikalfänger 
Als erstes wurde Ethanol als Radikalfänger untersucht, wobei ein Schutzeffekt 
hauptsächlich durch die Reaktion mit den OH-Radikalen erwartet wird. Hierbei 
wurde Ethanol auf luftgetrocknete Proben gegeben, deshalb kann von einem 
gewissen verbliebenen Wassergehalt der Proben ausgegangen werden. 
Wahrscheinlich konnten die durch die Ionisierung von Wasser entstandenen 
Radikale nicht ausreichend durch das Ethanol eliminiert werden. Erst eine Kom-
bination von Trocknung und Aufbewahrung unter Ethanol-Argon-Atmosphäre 
wirkte sich positiv auf die Belegungsdichte aus. Es konnten bis zu 40 % 
hybridisierungsfähige Ankerstränge (Abbildung 4.18) nachgewiesen werden, 
allerdings mit einem sehr hohen Varianzwert. Durch die Trocknung konnte der 
Wasseranteil weiter vermindert werden und der verwendete Ethanol war 
wasserfrei. Zusätzlich konnte durch das Schutzgas Argon der Sauerstoffgehalt 
um die Probe vermindert werden. So konnten Radikale, entstehend durch die 
Ionisierung von Sauerstoff und Wasser, erstens vermindert und zweitens durch 
das Ethanol weggefangen werden. 
5.2.2.2 Opferstränge als Radikalfänger 
Als nächstes wurden nicht eingebaute Stränge als Radikalfänger untersucht. Es 
wurden vier verschiedene Sequenzen als Opferstränge verglichen: AS1_2H, 
OS1, OS2 und OS3. Bei den Experimenten mit AS1_2H wurden zwei 
verschiedene Konzentrationen untersucht.  
nicht eingebauten AS1_2H-Stränge als Opferstränge  
Eine Belegungsdichte mit nicht integrierten Ankersträngen von 3 pmol/cm2 für 5‘ 
markierte Ankerstränge und 4,5 pmol/cm2 für 3‘-markierte Ankerstränge liegt vor, 
wenn nach der Immobilisierung auf die Entfernung von nicht eingebauten 
Strängen verzichtet wird. Hierbei muss davon ausgegangen werden, dass die 
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Opferstränge nicht mehr intakt sind. Der tendenziell höhere 3‘ Anteil spricht für 
Fragmente, die auf der Oberfläche verbleiben. Es ist nicht möglich, aus diesen 
Daten zu erkennen, inwieweit es eine Überschneidung der heruntergespülten 3‘-
markierten und 5‘-markierten Ankerstränge gibt. Es könnten nicht intakte 
Stränge, die am 5‘-Ende markiert sind (3‘-Markierung nicht mehr vorhanden), 
intakte Stränge, bei denen die Markierung am 3‘- und 5‘- Ende noch vorhanden 
ist, und Stränge, die durch eine Schädigung nur noch die 3‘-Markierung haben, 
von der Oberfläche desorbiert werden. Für die weiteren Untersuchungen wird 
von einem Wert auf der Oberfläche verbleibender Stränge (intakt und nicht intakt) 
zwischen 4,5 - 7,5 pmol/cm2 ausgegangen. Bei den Voruntersuchungen zeigte 
sich, dass bei einem Tag Lagerung der Proben im Abzug ohne diese 
zusätzlichen Stränge (Abbildung 4.20) ein deutlicher Einbruch der 
Belegungsdichte mit Gegensträngen zu beobachten war. Es scheint, dass 
Stränge, die bereits eine Schädigung aufweisen, sehr sensitiv auf eine 
Trocknung reagieren [35]. Dieser Rückgang könnte auf eine schwankende 
Luftfeuchte zurückzuführen sein oder eine größere Nähe zur Titanoberfläche 
[35]. Die Ankerstränge, die noch auf der Oberfläche lagerten, schützen die 
Stränge. Als mögliche Ursachen ist einerseits die Stabilisierung durch die 
zusätzlichen Stränge zu nennen (kein direkter Kontakt zur Oberfläche) oder 
andererseits eine Konformationsänderung der Ankerstränge. Diese Konfor-
mationsänderung könnte durch die Lagerung in PBS (pH-Wert 7,4) bei der 
Desorption zu Stande kommen. Diese Lagerung wird bei den Proben ohne 
Desorption weggelassen. Es können mit diesen zusätzlichen Strängen auf der 
Oberfläche Schäden durch Trocknungszyklen [35] minimiert werden. Nähere 
Untersuchungen zur Lagerung bei Nässe und in PBS werden in der Dissertation 
von Frau Anne Förster, TU Dresden, dargestellt [153]. Die Belegung mit 
Opfersträngen reichte aus, um in Kombination mit Trocknung und Argon-
/Ethanolatmosphäre 70 - 100 % der eingebauten Stränge zu schützen (Abbildung 
4.21 und 4.23 (ohne extra Adsorption AS1_2H)). 
AS1_2H-Stränge als Opferstränge-Zugabe von Opfersträngen  
Eine zusätzliche Gabe von Ankersträngen von 28 pmol/cm2 erhöhte die 
Belegungsdichte von Opfersträngen von 4,5 - 7,5 pmol/cm2 auf 32,5 -
 35,5 pmol/cm2. Damit stehen unter den gewählten Hybridisierungsbedingungen 
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33 pmol/cm2 Gegenstränge 32,5 - 35,5 pmol/cm2 nicht eingebauten 
Ankersträngen gegenüber. Durch diese Konkurrenz werden von den 4 pmol/cm2 
integrierten Ankersträngen auf den TiAl6V4 (s;g) Oberflächen nur noch 1 -
 1,5 pmol/cm2 hybridisiert (Abbildung 4.23, unsterilisiert, mit extra Adsorption 
AS1_2H, ohne Desorption). Mit der Desorption wurden wieder 4 pmol/cm2 
hybridisiert (Abbildung 4.23, unsterilisiert mit extra Adsorption AS1_2H, ohne 
Desorption). Für alle weiteren Untersuchungen mit AS1_2H-Strängen extra 
Zugabe wurden die Proben zwischen Sterilisierung und Hybridisierung einer 
Desorption unterzogen. 
In Kombination mit der Glovebox zeigte die extra Zugabe von AS1_2H keine 
bessere Wirkung als nur die 4,5 - 7,5 pmol/cm2 Opferstrangbelegungsdichte 
(Abbildung 4.23). Wenn die extra Zugabe mit Trocknung (PPO - zwei Tage) und 
Verpackung in nicht so reiner Argonatmosphäre (Glovebag) kombiniert wurde, 
waren noch bis 80 % der Stränge hybridisierungsfähig (Abbildung 4.24). Ohne 
die zusätzliche Gabe an Opfersträngen wurden nur 26 % erreicht (Abbildung 
4.24). Es war ein deutlicher Schutzeffekt durch die Opferstränge nachweisbar. 
Die Ergebnisse zeigten außerdem, dass die Verpackung in einer nicht so reinen 
Argonatmosphäre einen negativen Effekt erzielte. Die Trocknungsschäden waren 
vor allem auf Veränderungen der Oxidschicht durch Anreicherung von Wasser 
und Austrocknung zurückzuführen, wodurch die Stränge mechanischer 
Beanspruchung ausgesetzt waren [35]. Die zusätzlichen Stränge scheinen 
diesen Schäden entgegenzuwirken. 
Sobald auf eine intensive Trocknung verzichtet wurde, zeigten sich 
überraschende Ergebnisse durch die Opferstränge. Wenn nur auf das Entfernen 
von nicht eingebauten Strängen verzichtet wurde, zeigte sich, dass 60 % der 
Ankerstränge hybridisierungsfähig blieben (Abbildung 4.24). Dieses positive 
Ergebnis ist besser, im Vergleich zur Verpackung im Glovebag. Eine Ursache für 
diesen Unterschied könnte in der nicht wasserfreien Argonatmosphäre des 
Glovebag liegen. Es hatte sich bereits gezeigt, dass, wenn die Proben beim 
Verpacken länger im Glovebag verbleiben, sich der Anteil der 
hybridisierungsfähigen Ankerstränge nach der Sterilisierung verringert. Der 
Unterschied zur Trocknung und Verpackung an Luft ist der variierende 
Wassergehalt. Die im Glovebag verpackten Proben besitzen anschließend 
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wieder einen höheren Wassergehalt. Dies könnte eine direkte Schädigung der 
eingebauten Ankerstränge durch die nasse Argonatmosphäre bedeuten, da 
durch Trocknungszyklen Schäden an den Ankersträngen entstehen können [35]. 
Dagegen spricht der Vergleich der Referenzbelegungsdichten, welche bei der 
Verpackung im Glovebag bei 5 – 6 pmol/cm2 und bei der Verpackung im Labor 
bei 4 - 5,5 pmol/cm2 liegen. Durch die Trocknung an Luft kommt es generell zu 
Schäden. Die Belegungsdichte ohne Sterilisierung ist die niedrigste (Abbildung 
4.24). Durch die extra Adsorption scheint dieser Effekt verringert zu werden. Dies 
wäre eine Erklärung dafür, dass bei der Zugabe kein höherer Anteil der 
Ankerstränge hybridisierungsfähig bleibt. Es wird lediglich die Belegung mit 
hybridisierungsfähigen Ankersträngen vor der Sterilisierung erhöht.  
Bei der Verwendung von zusätzlichen Ankersträngen wurde bei der Verpackung 
im Glovebag ein Anteil von 80 % an hybridisierungsfähigen Ankersträngen 
erreicht (Abbildung 4.24). Hier scheint ein Schutzeffekt bei der Sterilisierung zu 
existieren. Im Gegensatz dazu wurde bei der Labortrocknung keine 
Verbesserung erzielt, der Wert bleibt bei 60 % für die hybridisierungsfähigen 
Ankerstränge mit oder ohne extra Zugabe von Ankersträngen (Abbildung 4.24). 
Erst durch Kombination mit einer scharfen Trocknung und Argon-
/Ethanolatmosphäre konnte wieder auf 80 % der Belegungsdichte erhöht werden 
(Abbildung 4.24). Aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass Argon 
einen entscheidenden Effekt auf die Schadensminimierung der Ankerstränge 
während der Sterilisierung hat. Nur in Kombination mit Argon können 80 % Erhalt 
hybridisierungsfähiger Stränge gewährleistet werden (Abbildung 4.24). Hohe 
Konzentration von AS1_2H-Strängen vermögen es, den Effekt der intensiven 
Trocknung zu ersetzen, allerdings nicht den Schutzeffekt des Argons. Argon zeigt 
indes erst in Kombination mit den zusätzlichen Strängen eine deutliche Wirkung. 
Da dieser Effekt aber nur sehr klein ist, scheint er erst bei einer gewissen Menge 
an Ankersträngen auf der Probe ins Gewicht zu fallen und einen zusätzlichen 
Schutz für die Ankerstränge zu bieten. Eine Ursache hierfür könnte die 
Verminderung der Sauerstoffkonzentration um die Stränge sein. Dadurch 
könnten reaktive Sauerstoffspezies, wie Superoxidanionenradikale [99], die bei 
der Ionisierung von Sauerstoff entstehen, verringert werden. 
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OS1 als Opferstrang  
Da bekannt ist, dass Guanin anfälliger für Radikalschäden ist, wurden anstatt der 
Zugabe von AS1_2H-Strängen, Stränge mit hohem Guaningehalt verwendet. 
Diese OS1-Stränge zeigten allerdings keine Verbesserung gegenüber AS1_2H 
(Abbildung 4.25). Einige Berichte beschreiben zwar, dass Bereiche mit hohem 
Guaningehalt eher geschädigt werden, allerdings wurden diese Untersuchungen 
bei einer Strahlungsdosis von 0,01 kGy durchgeführt [135]. Es ist möglich, dass 
bei einer Strahlungsdosis von 25 kGy, dieser Effekt zu gering ist. Weiterhin gibt 
es eine Untersuchung zu Einzelsträngen, bei denen keine Sequenzabhängigkeit 
von Strahlungsschäden bei neutralem pH-Wert festgestellt wurde [136]. 
OS2 und OS3 als Opferstrang  
Die Zugabe von AS1_2H und OS1 hat allerdings einen Nachteil. Sobald eine zu 
hohe Zahl dieser Stränge zugegeben wird, kommt es zu einer Verminderung der 
Hybridisierung der integrierten Ankerstränge. 33 pmol/cm2 Gegenstränge stehen 
28 pmol/cm2 zusätzlichen Ankersträngen gegenüber, bzw. 28 pmol/cm2 OS1 
gegenüber 4-8 pmol/cm2 integrierten Ankersträngen. Die Desorption vor der 
Hybridisierung würde sich bei der klinischen Anwendung nur schwierig realisieren 
lassen. Deshalb wurden zwei weitere Opferstränge untersucht, OS2 und OS3, 
die geringere Wechselwirkungen mit Anker- bzw. Gegensträngen zeigten 
(Tabelle 3.6). Deren Zugabe wurde kombiniert mit den AS1_2H-Strängen, die 
nicht eingebaut wurden. Die Auswertung zeigt, dass dennoch ein negativer 
Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz beobachtet wurde (Abbildung 4.26).  
Um diesen Effekt zu mindern, wurden vor der Zugabe von OS3-Strängen, die 
nicht eingebauten AS1_2H-Strängen entfernt. Die nicht eingebauten 
Ankerstränge wurden mit PBS entfernt, danach mit Wasser gespült und danach 
die OS3-Stränge zugegeben, bis eine Belegungsdichte von 56 pmol/cm2 erreicht 
war. Prinzipiell wurde die zweifache Belegung an Schutzsträngen auf der 
Oberfläche erreicht. Es wurde festgestellt, dass die OS3-Strängen die 
Hybridisierung stören (Abbildung 4.27). Deshalb kann davon ausgegangen 
werden, dass die Störung der Hybridisierung nicht nur auf den Wechsel-
wirkungen zwischen den Strängen beruht. Eine Ursache dafür könnte sein, dass 
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Hybridisierung von Gegensträngen 
an Oberflächen immobilisierten Ankersträngen, die Diffusion des Gegenstranges 
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zum Ankerstrang darstellt [76] [72]. Dies könnte dazu führen, dass die eine 
Stunde für die Hybridisierung hier nicht mehr ausreicht, da die Stränge zu sehr 
an ihrer Diffusion zueinander behindert werden. Die Hybridisierung hängt sehr 
davon ab, wie zugänglich die Ankerstränge sind [76] [72].  
Insgesamt zeigten die OS3-Stränge trotz sogar höherer Belegungsdichte nicht 
die erhoffte Schutzwirkung (Abbildung 4.28). Die OS3-Stränge sind 32mer-lang 
gegenüber den AS1_2H-Strängen mit 60mer. Bei der Verwendung von OS3-
Strängen steht die gleiche Anzahl an Basen auf der Oberfläche zur Verfügung 
wie bei AS1_2H-Strängen, da die Konzentration doppelt so hoch ist. Auf Grund 
dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass der Unterschied in 
der Schutzwirkung der Opferstränge nicht von der Anzahl der Basen 
hervorgerufen wird.  
Ein weiterer möglicher Erklärungsansatz für den Unterschied in der 
Schutzwirkung der OS3-Stränge und AS1_2H-Stränge könnte eine sich 
unterscheidende Konformation sein. Die Entfernung der nicht eingebauten 
AS1_2H-Stränge wurde in PBS (pH 7,4) durchgeführt. Dadurch wurde die 
Konformation der eingebauten Ankerstränge geändert. Die Ladung der 
Oberfläche und der Ankerstränge ändert sich und die integrierten Ankerstränge 
richten sich anders aus [154]. Eine dichte Konformation sorgt bei DNA für eine 
gesteigerte Resistenz gegenüber Strahlung [151] [152] [155] [147]. 
Wahrscheinlich liegen die eingebauten Ankerstränge nach der Desorption nicht 
mehr in einer so dichten Konformation vor und sind dadurch anfälliger für die 
Schädigung durch die Gammasterilisierung.  
Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass die OS3-Stränge 32mer lang sind 
und sich somit im Gegensatz zu den 60mer-AS1_2H-Strängen weniger wie ein 
Polymer verhalten. Die End-zu-End-Länge nimmt ab 40mer ab und die 
Polymereigenschaften eines Stranges überwiegen [156] [73]. Damit weisen die 
AS1_2H-Stränge eine höhere Flexibilität auf und sollten grundsätzlich auf der 
Oberfläche liegend nicht so geordnet sein [156]. Demgegenüber haben die OS3-
Stränge Eigenschaften ähnlich eines Doppelstranges, sie weisen eine höhere 
Steifheit auf und es gibt dadurch weniger Konformationen, die sie einnehmen 
können. Dadurch sollte wahrscheinlich eine regelmäßige Anordnung der auf der 
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Oberfläche liegenden Opferstränge vorliegen, was den Elektroneneinfang und 
die damit einhergehende strahlungsinduzierte Schädigung reduzieren könnte 
[157] [158] [117]. Daraus folgt, dass eine höhere Unordnung der Opferstränge die 
Elektroneneinfangwahrscheinlichkeit erhöhen könnte. Deswegen ist eine 
mögliche Erklärung für den höheren Schutz der AS1_2H-Stränge, dass diese 
sensitiver für die Strahlung sind und anstatt der eingebauten Ankerstränge 
geschädigt werden. 
5.2.3 Fazit zur Gammasterilisierung  
Im Rahmen der Arbeit wurden verschiedene Möglichkeiten der Erhaltung der 
Integrität der Ankerstränge beim Prozess der Gammasterilisierung analysiert. Es 
ist dafür notwendig, die Radikale, die durch die Reaktion der Gammastrahlung 
mit den die DNA umgebenden Molekülen entstehen, zu reduzieren oder vor ihrer 
Reaktion mit der DNA zu eliminieren. Der Entzug von Wasser, sowie die 
Sterilisierung in einer hochreinen Argon-/Ethanolatmosphäre wirkten sich positiv 
auf die Belegungsdichte aus. Allerdings sorgte erst die Kombination mit 
Opfersträngen für einen Erhalt von ca. 80 % der hybridisierungsfähigen Anker-
stränge. [118] Hierbei zeigten sich die AS1_2H-Stränge in einer Belegung von 
4,5 - 7,5 pmol/cm2 am wirkungsvollsten. Bei einer Belegungsdichte von 32,5 -
 35,5 pmol/cm2 konnte zwar auf Ethanol verzichtet werden und in einer nicht so 
trockenen Argonatmosphäre sterilisiert werden, aber eine so hohe Belegung 
störte im Nachhinein die Hybridisierungseffizienz. Eine Möglichkeit, die Hybridi-
sierungseffizienz wieder zu erhöhen, wäre eine Erhöhung der 
Gegenstrangkonzentration bei der Hybridisierung oder eine Verlängerung der 
Hybridisierungszeit. 
Ein weiterer interessanter Effekt war zu beobachten. Wenn ohne zusätzlichen 
Schutz mit einer Zugabe von 4,5 - 7,5 pmol/cm2 von Opfersträngen die 
modifizierten Oberflächen sterilisiert wurden, blieben ca. 60 % der Ankerstränge 
hybridisierungsfähig. Dies konnte allerdings nicht durch eine Erhöhung der 
Zugabe von Opfersträngen weiter verbessert werden. Hierbei scheint das Argon 
einen entscheidenden Einfluss zu besitzen. Nur bei der Kombination mit Argon 
zeigte sich eine weitere Verbesserung auf ca. 80 % hybridisierungsfähige 
Ankerstränge. Dieser Effekt des Argons tritt aber nur mit einer ausreichenden 
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Belegung von Opfersträngen (32,5 - 35,5 pmol/cm2) auf und könnte möglicher-
weise auf eine Verringerung der Sauerstoffkonzentration zurückgeführt werden. 
Opferstränge mit einem hohen Guaningehalt zeigten keinen Vorteil gegenüber 
AS1_2H als Opferstränge. Weitere untersuchte Opferstränge, die keine und nur 
sehr geringe Wechselwirkung gegenüber Anker- oder Gegenstrang aufweisen, 
zeigten dennoch eine Verminderung der Hybridisierungseffizienz, die auf einen 
schlechteren Zugang zu den Ankersträngen zurückgeführt wird. Dies könnte 
durch eine Erhöhung der Hybridisierungszeit wieder verbessert werden. Die 
Opferstränge OS2 und OS3 boten einen geringeren Schutz. Zum einen kann dies 
durch deren Kürze begründet werden, wodurch die Stränge wahrscheinlich eher 
geordnet auf der Oberfläche vorliegen. Zum anderen durch die Prozessführung 
und die damit einhergehende mögliche Konformationsänderung der eingebauten 
Ankerstränge. Damit würden die Ankerstränge sensitiver und die Opferstränge 
unempfindlicher für einen Radikalangriff.  
Weiterführend wurde eine Lagerung der Stränge bis zu drei Monaten untersucht. 
In diesem Zeitraum zeigte sich keine signifikante Änderung der Hybridisierungs-
effizienz. So lange die integrierten Ankerstränge in einer dicht verschlossenen 
Ethanol-Argon-Atmosphäre gelagert werden, kann von einer konstanten 
Hybridisierungseffizienz der Ankerstränge ausgegangen werden. 
Weiterhin sorgte die Präparation der Proben nicht für eine Minderung der 
Effektivität der Sterilisierung, da sich zeigte, dass durch die Zugabe von 
Opfersträngen und Argonatmosphäre kein Schutz von Bakterien zu beobachten 
war und lediglich die Ankerstränge geschützt wurden. Es konnte eine Methode 
zur verlustarmen Sterilisierung der modifizierten Proben entwickelt werden, die 
nur die Ankerstränge schützt und gleichzeitig die Haltbarkeit der Stränge über 
einen längeren Zeitraum gewährleistet. 
5.3 Biologische Aktivität des Immobilisierungssystems 
Die Ergebnisse zeigen, dass VEGF und BMP-2 durch Konjugation an 
Oligonukleotide und Hybridisierung an komplementäre Nukleotidstränge, 
verankert in der Oberfläche über anodische Polarisation induziertes 
Oxidschichtwachstum, effektiv auf titanbasierten Oberflächen immobilisiert 
werden können. Die c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen mit Ankerstrangbeschichtung 
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und hybridisiertem konjugierten Wachstumsfaktoren zeigte sich den Referenz 
c.p. Ti (3,1s;g) Oberflächen deutlich überlegen. Zu einem frühen Zeitpunkt ( 24 h 
und 72 h) zeigten sich bei der Besiedlung mit hMSC bei Oberflächen, wo BMP-2 
über das Immobilisierungssystem gebunden wurden, eine deutlich größere 
Anzahl von fokalen Adhäsionspunkten, gegenüber Oberflächen mit nur 
adsorbiertem BMP-2. Dies bedeutet eine bessere Adhäsion der Zellen auf der 
Oberfläche. Zu einem späteren Zeitpunkt ist nur noch ein signifikanter 
Unterschied zu Referenz c.p. Ti (3,1s;g) Oberfläche zu sehen. Der Unterschied 
im frühen Stadium könnte durch die geringere Freisetzung des BMP-2 durch das 
Immobilisierungssystem bewirkt werden, da dadurch über einen längeren 
Zeitraum das BMP-2 in einer höheren Menge auf der Oberfläche vorliegt. Damit 
konnte gezeigt werden, dass BMP-2, über das Immobilisierungssystem 
gebunden, aktiv ist und ein anderes Freisetzungsprofil darüber erreicht wird, 
welches sich biologisch positiv auswirkt. [114] 
Ferner konnte gezeigt werden, dass das VEGF effektiver an die Oberfläche 
gebunden wird, im Vergleich zu nur adsorbiertem VEGF, und sich das 
Freisetzungsverhalten unterscheidet. Oberflächen, mit über das Immobili-
sierungssystem gebundenem VEGF, zeigten eine höhere Proliferation von 
HUVEC Zellen. Daraus lässt sich ableiten, dass die Konjugation des 
Wachstumsfaktors zum Gegenstrang keine reduzierte Aktivität in der Anbindung 
an den Rezeptor bedeutet. Weiterhin zeigt sich, dass die Art der Freisetzung eine 
bessere Wirkung zeigt im Vergleich zu nur adsorbiertem VEGF. [91] 
Die Aktivität von bioaktiven BMP-2 [114] und VEGF Konjugaten [91], hybridisiert 
auf Oberflächen mit integrierten Ankersträngen, wurden in einer in vivo-Studie 
untersucht. In dem hier verwendeten osteoporotischen Rattenmodell konnte eine 
extreme Situation simuliert werden. Osteoporotischer Knochen führt immer 
wieder zu Problemen bei der Einheilung von Implantaten, da eine ungünstige 
Knochenstruktur unerwünschte Effekte hervorrufen kann. Dies beeinflusst den 
Knochen-Implantat-Kontakt negativ und damit den Langzeiterfolg von 
Implantaten [11]. Nach vier und 12 Wochen Einheilzeit erfolgte durch Auszugs-
versuche eine biomechanische Bewertung. VEGF, kombiniert mit dem 
Immobilisierungssystem, zeigte in der frühen Einheilungsphase eine signifikante 
Verbesserung ( p < 0,05) im Knochen-Implantat-Kontakt gegenüber geätzten 
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Oberflächen (Abbildung 4.30). Die langsame Freisetzung erzielte ebenfalls eine 
gute Wirkung. Dass eine langsame Freisetzung günstiger ist, als eine anfängliche 
Abgabe in hoher Konzentration, erwies sich bereits in in vitro-Studien [89] [91] 
und kann mit diesem Immobilisierungssystem realisiert werden. Mit einer 
Verbesserung des Knochen-Implantat-Kontaktes in einer frühen 
Einheilungsphase kann die Mobilisierung des Patienten nach der Operation zu 
einem früheren Zeitpunkt beginnen [2]. In der späteren Einheilungsphase (12 
Wochen) zeigte sich bei den hybridisierten BMP-2-Konjugaten eine bessere 
Verankerung des Implantates, im Vergleich zu nativen Titan und zu eingebauten 
Ankersträngen ohne Wachstumsfaktoren (Abbildung 4.30). Damit zeigten die 
modifizierten Oberflächen im osteoporotischen Rattenmodell einen deutlichen 
Vorteil gegenüber den unmodifizierten, kommerziell eingesetzten Implantat-
materialien. 
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein modulares Nukleinsäure-basiertes System 
zur Immobilisierung von verschiedenen bioaktiven Molekülen untersucht. Der 
Vorteil des hier weiter entwickelten Immobilisierungssystems bildet dessen 
Vielseitigkeit. Es kann auf alle titanbasierenden Implantate übertragen werden 
und dadurch, dass ein universelles Verankerungssystem verfügbar ist, können 
verschiedene bioaktive Moleküle aufgebracht werden. Zusätzlich kann das 
Freisetzungsverhalten der bioaktiven Moleküle über das universelle 
Verankerungssystem gesteuert werden. Zur Verankerung nutzt das System 
komplementäre Nukleinsäurestränge. Einer der beiden Stränge wird durch 
anodische Polarisation partiell in die anodische Oxidschicht eingebaut, an den 
komplementären Strang wird das biologische Molekül konjugiert. 
Die Verankerung des Ankerstranges durch die anodische Verdickung der 
Oxidschicht ist abhängig von den elektrochemischen Parametern. Die 
Anpassung der elektrochemischen Parameter, um das Immobilisierungssystem 
an implantatanaloge Oberflächen von c.p. Ti (3,1s;g), c.p. Ti (0,4s;g) und TiAl6V4 
(s;g) Proben zu übertragen, war erfolgreich. Dabei zeigte sich die Notwendigkeit, 
nicht titanbasierendes Strahlgut aus der Oberfläche zu entfernen. Auf den c.p. Ti 
(3,1s;g) Proben konnte eine höhere Hybridisierungseffizienz der Ankerstränge 
nachgewiesen werden. Es liegt nahe, dass eine Ursache dafür die Rauheit der 
Probe in Kombination mit der wabenartigen Strukturierung ist. Nur ein hohe 
Rauheit, aber eine andere Strukturierung oder die Wabenstrukturierung in 
Kombination mit einer geringen Rauheit zeigte eine geringere 
Hybridisierungseffizienz. Die größere Oberfläche auf den c.p. Ti (3,1s;g) 
Oberflächen erleichtert die Zugänglichkeit der Ankerstränge. Allerdings konnte 
nicht endgültig geklärt werden, ob dies auf eine Zweifachhybridisierung pro 
Ankerstrang zurückzuführen ist oder auf eine Hybridisierung von am 3‘-Ende 
geschädigten Ankersträngen. 
Weiterhin konnten Parameter für einen optimierten Ankerstrang untersucht und 
festgelegt werden. Die Adsorption und Hybridisierungseffizienz ist sequenz-
abhängig. Die Ankerstränge benötigen ein Abstandsstück und sollten generell 
nur einen geringen Anteil an Thyminbasen über den Strang verteilt besitzen. 
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Thyminbasen sorgen für eine größere Flexibilität des Stranges [137], wodurch 
dieser mit einer höheren Wahrscheinlichkeit in einer dicht geknäulten Struktur 
vorliegt und somit häufiger komplett in die Oberfläche eingebaut wird. Dadurch 
verlieren die integrierten Ankerstränge ihre Hybridisierungsfähigkeit. Ein hoher 
Guaningehalt zeigte nur eine leichte, tendenziell höhere Schädigung, selbst in 
Kombination mit AGGG. Beim Design eines Ankerstranges muss nicht auf einen 
geringen Guaningehalt geachtet werden. Weiterhin sollte ein Ankerstrang mit 
einer Komplementärsequenz gewählt werden, um Einflüsse auf die Stabilität der 
Doppelhelices durch die Oberfläche, sowie überhängende Enden zu vermeiden. 
Ansonsten gestaltet sich eine spätere einheitliche Steuerung der Freisetzung 
über die Doppelhelices als schwierig. Um das Ankerstrangdesign noch weiter zu 
optimieren, sollten weitere Untersuchungen durchgeführt werden. Unter anderem 
empfiehlt sich, Stränge mit nur einer Hybridisierungssequenz zu untersuchen, die 
nur wenige Thyminbasen besitzen. Es wäre hierbei interessant, Adeninbasen zu 
untersuchen, da diese Stapelwechselwirkungen im Einzelstrang ausbilden [137]. 
Weiterhin sollte die optimale Länge des Abstandstückes untersucht werden, 
sowie der Schädigungspunkt bei der anodischen Polarisation durch 
Verschiebung des Hybridisierungsbereiches. 
In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin eine Methode entwickelt werden, die 
es ermöglicht, die eingebauten Ankerstränge mit 25 kGy Standarddosis Gamma-
strahlung zu sterilisieren. Dazu werden Opferstränge auf die Oberfläche 
gegeben, getrocknet und die zu sterilisierenden Proben unter Argon-
/Ethanolatmosphäre verpackt. Je nach Opferstrangzugabe kann auf eine 
hochreine Argonatmosphäre verzichtet werden. Allerdings ist nur das Aufbringen 
einer bestimmten Konzentration an Opfersträngen erfolgreich. Opferstränge 
wirken sich in hohen Konzentrationen negativ auf die Hybridisierungsfähigkeit der 
eingebauten Ankerstränge aus. Verursacht wird dies durch Wechselwirkungen 
mit Anker- oder Gegenstrang und durch die Behinderung ihrer Diffusion 
zueinander [72]. Dieser Effekt könnte durch eine Erhöhung der Gegenstrang-
konzentration oder durch eine Verlängerung der Hybridisierungszeit vermindert 
werden. Opferstränge mit einer Länge von 60mer erzielten durch eine höhere 
Flexibilität im Vergleich zu kürzeren Strängen eine bessere Schutzwirkung [63]. 
Dies könnte an der ungeordneten Strangschicht liegen, welche die 60mer 
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Stränge vermutlich stärker ausbilden. Es wird vermutet, dass dadurch ihre 
Elektroneneinfangwahrscheinlichkeit höher [117] und damit wahrscheinlich der 
Schaden auf die Opferstränge abgeleitet wird. Ein Entfernen der nicht 
eingebauten Ankerstränge nach der Immobilisierung wirkt sich ebenfalls negativ 
aus. Dies könnte aus der Konformationsänderung der eingebauten Ankerstränge 
während des Entfernens resultieren. Die Ankerstränge knäulen sich nicht mehr 
so dicht zusammen und sind dadurch wahrscheinlich anfälliger für 
Strahlungsschäden [151] [152] [155] [147]. Im Hinblick auf eine weitere Verbes-
serung des Sterilisierungsprozesses sollten 60mer Opferstränge untersucht 
werden, die keine Wechselwirkung mit Anker- oder Gegenstrang aufweisen. 
Weiterhin sollte untersucht werden, ob eine Konzentrationserhöhung des 
Gegenstranges die Konkurrenz der Opferstränge vermindert. Auch die 
Verlängerung der Hybridisierungszeit wäre eine Möglichkeit, die Diffusion von 
Gegenstrang zu Ankerstrang trotz der Opferstränge zu gewährleisten. Nach der 
Sterilisierung konnte eine stabile Lagerung über mindestens drei Monate erreicht 
werden. Weiterhin konnte sichergestellt werden, dass die Schutzmethoden 
keinen nachweislichen Einfluss auf die Sterilität der Oberfläche nehmen. 
Mit diesem Immobilisierungssystem wurden die Wachstumsfaktoren VEGF und 
BMP-2 aufgebracht. In Zellversuchen konnte die biologische Aktivität der über 
das Immobilisierungssystem aufgebrachten Wachstumsfaktoren gezeigt werden 
[114] [91]. Weiterhin zeigte sich bei in vivo-Versuchen, dass die modifizierten 
Oberflächen bei der Ausbildung eines guten Implantat-Knochen-Kontaktes im 
osteoporotischen Rattenmodell signifikant besser waren. Nachdem sich die 
ersten Zell- und Tierversuche so erfolgreich zeigten, sollte ein nächster 
Analyseschritt die Untersuchung einer Kombination von Wachstumsfaktoren an 
der Oberfläche bilden. Ein weiterer Aspekt sollte die Nutzung von Aptameren [46] 
[47] statt Wachstumsfaktoren sein. Diese sind kostengünstiger und lassen sich 
leichter an die Gegenstränge anknüpfen. 
Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Arbeit ein wichtiger Beitrag zur 
Weiterentwicklung eines Nukleinsäure-basierenden Immobilisierungssystems im 
Hinblick auf eine klinische Anwendung geleistet werden.  
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Anhänge 
Anhang A – Geräte, Chemikalien, Reaktionskits und Zellen 
Geräteliste 
Autoklav HRM-242 II (WOLF) 
Brutschrank 
BD 115 (Binder GmbH) 
MCO-18 (Sanyo) 
Exsikkator Polypropyplen (PP)-Vakuumexsikkator mit Polycarbonat (PC)-Haube 
(NALGENE Labware) 
Glovebox MB 150B-G-II (MBRAUN) 
Halbleiterdetektor Passivated Implanted Planar Silicon Detector (PIPS, Canberra 
Industrie) High Voltage Power Supply (0 - 3 kV, ORTEC); Software: Maestro, Version 
3.06, Modell A65-BI 
Handschuhbeutel (Glovebag) Sekuroka-Glove-Bag (Carl Roth GmbH & Co) 
Inkubationsschüttler Multitron II (Infors AG) 
pH-Messgerät 
pH-Meter 320 (Mettler-Toledo Prozessanalytik)  
Cyberscan 2100 pH (Eutech Instruments) 
Plattenreader SectraFluor Plus (Tecan) 
Potentiostat/Galvanostat VoltaLab PGZ301 Dynamic-EIS Voltametry, HVB100 High 
Voltage Booster (Radiometer Copenhagen), Software: VoltaMaster 4, Version 5.6 
Schüttelapparat 
GFL 3006 (Gesellschaft für Labortechnik mbH)  
Titramax 100 (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG 2012) 
Sicherheitswerkbank 
Heraeus HERAsafe (Kendro Laboratory Products GmbH)  
Laminarbox Biowizard (Kojair) 
Thermo-Block Dry-Block Thermostate TDB-120 (Gerlinde Kisker) 
Thermomixer 5436 (Eppendorf AG) 
UV/VIS-Spektrometer Ultrospec 2100 pro (Amersham Pharmacia Biotech) 
Vakuumpumpe Vakuubrand MZ2C (bis 7 mbar) (Vakuubrand GmbH + CO KG) 
Waage 
Laborwaage BP 3100 S (Sartorius AG)  
Laborfeinwaage BA 110 S (Sartorius AG)  
Laborfeinwaage BA 221 S (Sartorius AG) 
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Zangenschweißgerät POLYSTAR 100 GE (Rische + Herfurth GmbH) 
Zellzähler CASY®, Modell TT (Roche Diagnostics) 
Zentrifuge Zentrifuge mit Vortexer (neoLab) 
Zubehör 
15 ml PP-Schraubdosen (NALGENE Labware) 
12-well-Zellkulturplatten (Nunc A/S) 
12-well Zellkulturplatten (TPP Biochrom) (für Zellkulturexperimente verwendet) 
PP-Beutel (Sarstedt AG & Co) 
100 ml Duranflaschen, Borsilicate-Glass 3.0, DIN-Gewinde GL45 (VWR) 
20 ml Schnappdeckelgläser mit Polyethylen (PE)-Deckel (VWR) 
Alu-Peelbeutel 16 cm x 9 cm (Früh Verpackungstechnik AG) 
Einmalküvetten 1,5 ml Halbmikro aus PMMA (Brand) 
Pasteurpipette 7 ml (VWR) 
Petrischale 94 mm Durchmesser (Ilona Schubert Laborfachhandel) 
Pipetten (Sarstedt) 
Pipettenspitzen (Eppendorf)  
Pumpenschläuche, Tygon® R 3607 (Saint-Gobain Performance Plastics) 
silikonisierte Reaktionsgefäße (DNA LoBind Tube): 0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml (Eppendorf) 
Spritzen, 2teilig, 5 ml, Steril (B. Braun Melsungen AG) 
Chemikalien, Reaktionskits und Zellen 
Agarose, Typ 1 (Sigma-Aldrich) 
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck KGaA) 
Essigsäure (100%, BDH Prolabo, VWR) 
Ethanol (absolut, unvergällt, BDH Prolabo, VWR) 
Ethanol wasserfrei (< 30 ppm) (BDH Prolab, VWR) 
Fetales Kälberserum (Charge: 8SB007) (FBS) (Biochrom) 
Fleischextrakt (Merck KGaA) 
Formaldehyd (37%, Carl Roth GmbH & Co) 
Gentamycin (2%, PAN Biotech)  
Hefeextrakt (Difco) 
Kaliumdihydrogenphosphat (Fluka Chemie GmbH) 
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Kaliumhydroxid (BDH Prolabo,VWR) 
L-Glutamin (Biochrom AG) 
Mercaptoethanol (Serva) 
Natriumacetat Trihydrat (Merck KGaA) 
Natriumchlorid (BDH Prolabo,VWR) 
Natriumhydroxid (BDH Prolabo, VWR) 
NEAA (Gibco) 
Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG) 
Pepton aus Fleisch (Difco) 
Phophatgepufferte Salzlösung für Zellkulturexperimente (Biocrom AG) 
Phosphorpentoxid (Sigma-Aldrich) 
Salzsäure (32%, Carl Roth GmbH & Co.) 
Schwefelsäure (95-97%, Merck KGaA) 
4’,6-Diamidino-2-phenylindole (Roche, Mannheim) 
Kit 
LDH-Cytotoxicity Detection Kit (TakaRa)  
Enthält: Lösung A (Catalyst(A) Diaporase/NAD+) und Lösung B (INT/Na-lactate) 
EGM-2-Bullet-Kit und EGM-Bulletkit (CC3156 & CC-4176) (Lonza) 
Enthält: Medium, Zusätze und 2% Fetales Kälberserum 
Focal Adhesion Staining Kit (Millipore) 
Medium für Zellkultur 
Medium für hMSCs 
DMEM Flüssigmedium (4.5 g Glucose (Gibco),invitrogen) mit 15% Fetales Kälberserum , 
1%  Mercaptoethanol, 1% NEAA and 2% Gentamicin 
Medium für Vorkultivierung von HUVECs 
EGM-2-Bullet-Kit (CC-3162) und EGM-Bulletkit (CC3156 & CC-4176), sowie dem Zusatz 
von 2 ng/mL VEGF und Gentamycin 2% 
Medium für SAOS-2 Zellen 
McCoy’s 5 A modifiziertes Flüssigmedium (2,2 g/L NaHCO3; 1 g/L D-Glucose; Fo415) 
(Biochrom AG) 
Zellen 
humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) 
humane Nabelvenen-Endothel-Zellen (HUVECs, Lonza) 
SAOS-2 SK 20, eine humane Osteosarkomlinie 
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Anhang B - radiolytische Bestimmung- Messeffizienz und 
Stoffmenge 
Bestimmung der Messeffizienz ME  
Bedingt durch die Messanordnung ist es nicht möglich, die gesamte Aktivität auf 
der Probe zu detektieren. Um diesen Fehler auszugleichen, wurde eine 
Kalibierprobe eingesetzt. Dabei wurde eine bekannte Stoffmenge auf eine Probe 
aufgebracht und mit dem Detektor gemessen. Da von der Firma Hartmann 
Analytik die spezifische Aktivität (Aspez.) zu einem bestimmten 
Referenzzeitpunkt (tR) gegeben wurde, kann, mit Hilfe des Zerfallsgesetzes die 
Aktivität, die sich auf der Probe zum Zeitpunkt der Messung befand, berechnet 
werden.  
Mit Hilfe des Zerfallsgesetzes erhält man den zeitlichen Verlauf der Aktivität 
At		ൌ		A0×e-λ×t       mit λ		ൌ		 ln 2tH   ergibt sich A(t)		ൌ		Aሺ0ሻ×2
- ttH  
A0		ൌ		Aktivität zum Zeitpunkt t0	
At		ൌ		Aktivität zum Zeitpunkt t 
tH		ൌ		Halbwertzeit des Radionuklides	
t		ൌ		Differenz der Zeit von t0bis zum Zeitpunkt t	
Aus der Angabe der spezifischen Aktivität kann die Aktivität zum 
Referenzzeitpunkt AR unter Einbeziehung der eingesetzten Stoffmenge zum 
Zeitpunkt tR bestimmt werden. Dies entspricht dem A(0) Wert im Zerfallsgesetz. 
AR		ൌ		Aspez.×n*	
AR		ൌ		Aktivität zum Referenzzeitpunkt auf der Probe	
Aspez.		ൌ		spezifische Aktivität, Aktivität pro Stoffmenge zum Zeitpunkt tR	
n*		ൌ		Stoffmenge, radioaktiv markiert	
tR		ൌ		Referenzzeitpunkt 
AR wird dann in das Zerfallsgesetz eingesetzt und die Differenz der Zeit ergibt 
sich aus dem Referenzzeitpunkt tR (gegeben von Hartmann Analytik) und dem 
Zeitpunkt der Messung tM. 
AM		ൌ		AR ൈ 2-൤
tR-tM
tH
൨ 		ൌ 		Aspez.× ݊∗ × 2-൤
tR-tM
tH
൨
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AM		ൌ		Aktivität auf der Probe zum Zeitpunkt der Messung	
tM		ൌ		Zeitpunkt der Messung	
tH		ൌ		Halbwertszeit, P32		ൌ		14,26 Tage 
Die Probe mit der bekannten Aktivität wird mittels des Alphadetektors vermessen 
und die Zählrate mit Korrektur des Hintergrundes ergibt dann die gemessene 
Aktivität.  
ME		ൌ		ZK-ZH
AM
 
ME		ൌ		Messeffizienz	
ZK		ൌ		Zählrate der Kalibrierprobe	
ZH		ൌ		Zählrate Hintergrund	
AM		ൌ		Aktivität auf der Probe zum Zeitpunkt der Messung (berechnet) 
Durch die oben gegebene Gleichung wird die Messeffizienz berechnet. Es wird 
das Verhältnis aus gemessener Aktivität und berechneter Aktivität bestimmt. 
Bestimmung der radioaktiven Stoffmenge auf der Probe nach der Modifizierung  
Für die Versuche wurde nicht die komplette Stoffmenge des eingesetzten 
Stranges radioaktiv markiert. Der markierte Anteil entsprach zwischen 0,4 % - 2 
%. Wegen des radioaktiven Zerfalls wurde der markierte Anteil innerhalb der vier 
Wochen der Nutzung vergrößert. Die gesamte Stoffmenge ng ergibt sich also aus 
der Addition von radioaktiv markierter Stoffmenge n* und nicht radioaktiv 
markierten Stoffmenge n. Bei dem Prozess wird eine bestimmte Stoffmenge auf 
die Oberfläche gebracht. Diese Stoffmenge wird nicht vollständig auf der 
Oberfläche befestigt. Es gibt die Stoffmenge nM1, die auf die Probe aufgebracht 
wird und die Stoffmenge nM2 die nach der Modifizierung sich noch auf der 
Oberfläche befindet. 
Des Weiteren ist die Stoffmenge proportional zur Aktivität. Desto höher die 
Stoffmenge auf der Probe ist, desto höher die Aktivität. Das Verhältnis der 
Stoffmenge nM1 zu AM1 verhält sich wie nM2 zu AM2. Daraus ergibt sich dann 
folgende Gleichung zur Berechnung der radioaktiven Stoffmenge nach der 
Modifizierung auf der Probe zum Zeitpunkt M1 bzw. M2. 
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nM2* 		ൌ		
ቂሾZM-ZHሿ
ME
ቃ
AM1
×nM1*  
Für AM1 wird die folgende Gleichung zur Berechnung der Aktivität der 
eingesetzten radioaktiven Stoffmenge genutzt. 
AM1	ൌ	AR×2-൤
tR-tM
tH
൨	ൌ	Aspez.× nR*  × 2-൤
tR-tM
tH
൨
 
Für nM2*  muss beachtet werden, dass sich die eingesetzte Stoffmenge durch den 
radioaktiven Zerfall verkleinert. Nach dem Zerfallsgesetz kann die Stoffmenge 
zum Zeitpunkt der Messung mit folgender Gleichung berechnet werden. 
nM1* 	ൌ	nR* ×2-൤
tR-tM
tH
൨
 
nM1* 	ൌ	eingesetzte radioaktiv markierte Stoffmenge zum Messzeitpunkt tM	
nR* 	ൌ	eingesetzte radioaktive Stoffmenge zum Referenzzeitpunkt tR	
AM1 und nM1*  eingesetzt in die Gleichung zur Berechnung der radioaktiven 
Stoffmenge auf der Probe ergibt dann folgende Vereinfachung: 
݊ெଶ∗ 	ൌ 	
ቂሾZM-ZHሿ
ME
ቃ
AM
×nM1* 	ൌ	
ቂሾZM-ZHሿ
ME
ቃ
Aspez.×nR* ×2
-൤tR-tMtH ൨
×nR* ×2
-൤tR-tMtH ൨	ൌ	 ቂ
ሾZM-ZHሿ
ME
ቃ
Aspez.×nR*
×nR* 	ൌ	
ቂሾZM-ZHሿ
ME
ቃ
Aspez.
 
Die radioaktive Stoffmenge auf der Probe nach der Modifizierung berechnet sich 
damit nur noch aus der Zählrate, der Messeffektivität und der spezifischen 
Aktivität.  
 
Berechnung der gesamten Stoffmenge auf der Oberfläche der Probe nach der 
Modifizierung 
Da der markierte Anteil der Stoffmenge nach dem Prozess nM2*  mit dem 
Alphadetektor quantifiziert werden konnte, kann über das Verhältnis der 
Stoffmengen zueinander mit der folgenden Gleichung die gesamte Stoffmenge 
auf der Probe bestimmt werden. 
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nM1*
ngM1
	ൌ	 nM2
*
ngM2
 
ngM2	ൌ	nM2* ×
ngM1
nM1*
 
ngM2	ൌ	Stoffmenge gesamt nach Modifizierung 	
ngM2* 	ൌ	radioaktiv markierte Stoffmenge nach Modifizierung		
ngM1	ൌ	gesamte eingesetzte Stoffmenge 	
nM1* 	ൌ	eingesetzte radioaktiv markierte Stoffmenge  
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"Data! Data! Data!" he cried impatiently. "I can't make bricks without clay." 
Sherlock Holmes 
Sir Arthur Conan Doyle 
